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RESUME I

RESUME

Cette étude s’intéresse a la présence et a la distribution de mycotoxines fusarienne dans
des tubercules de pomme de terre présentant des symptomes de pourriture seche, ainsi qu’a
I’identification des espéces de Fusarium associées, dans deux importantes zones de
production de pomme de terre en Algérie : Bouira et Ain Defla.

Un total de 232 tubercules de la variété Spunta a été collecté en 2019 selon un plan
d’échantillonnage aléatoire couvrant huit champs répartis sur les deux régions. L’isolement
des souches fongiques a été realise sur milieux sélectifs : PPA (Peptone
Pentachloronitrobenzene Agar) pour la sélection des isolats appartenant au genre Fusarium,
PDA (Potato Dextrose Agar) pour I’é¢tude des caractéres macromorphologiques et la
production in vitro de mycotoxines, et SNA (Spezieller Nahrstoffarmer Agar) pour
I’observation des caractéres micro-morphologiques. L’identification a été complétéee par une
analyse moléculaire de la région ITS.

Pour I’analyse des mycotoxines, les tissus présentant les symptomes de la pourriture
seche et les mycotoxines produites par les souches de Fusarium cultivees sur PDA ont été
examinés par chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse en tandem
(LC-MS/MS), aprés extraction a I’aide d’un mélange acétonitrile : eau : acide formique
(79 :20,9 :0,1, viviv). Un total de 14 mycotoxines a été recherché : toxine T-2, toxine HT-2,
diacétoxyscirpénol (DAS), 15-acétoxyscirpénol (15-AS), nivalénol (NIV), fusarénone-X
(FUS-X), néosolaniol (NEO), déoxynivalénol (DON), 3-acétyldéoxynivalénol (3-ADON),
15-acétyldéoxynivalénol (15-ADON), beauvéricine (BEA), zéaralénone (ZEA), fumonisine
B1 (FB1) et fumonisine B2 (FB2).

Dans la matrice de pomme de terre, cing mycotoxines ont été détectées : BEA, toxine
T-2, toxine HT-2, DAS et 15-AS. La BEA a été la plus fréquente (97,96 % des échantillons
positifs), avec un taux de contamination global de 21,12 % (56,34 % a Bouira contre 5,59 %
a Ain Defla). Les autres toxines ont été retrouvées sporadiguement, uniquement a Bouira,
parfois a des concentrations ¢levées (jusqu’a 171 pg/kg pour la T-2).

Parmi les 283 souches de Fusarium isolées, 57,95 % étaient toxinogenes in vitro sur PDA,
produisant principalement la BEA (76,83 % des souches toxinogenes), suivie du DAS (43,29
%), du NEO (37,20 %), du 15-AS (31,71 %), de la ZEA (29,27 %), du FUS-X (4,88 %) et
du NIV (2,44 %). Les fumonisines FB1 et FB2 n’ont été détectées ni dans la matrice de
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pomme de terre ni dans les cultures sur PDA. Plusieurs souches ont montré une production
simultanée de plusieurs toxines, révélant un phénoméne de cooccurrence.

L’analyse phylogénétique de 28 souches représentatives a permis de les classer en cing
complexes d’especes : F. incarnatum-equiseti SC, F. sambucinum SC, F. oxysporum SC, F.
tricinctum SC et F. redolens SC, révélant une diversité génétique importante et un potentiel
mycotoxigenes marque.

Cette étude confirme la présence de mycotoxines dans des tubercules de pomme de terre
atteints de pourriture séche et met en évidence la forte capacité toxinogéne de nombreuses
souches de Fusarium. L’existence de cooccurrence des mycotoxines souléve des contraintes
supplémentaires dans la gestion des risques, notamment en raison d’effets potentiellement
additifs ou synergiques. La prédominance de la BEA, reconnue pour ses effets cytotoxiques,
renforce la nécessité de mettre en place des mesures préventives adaptées tout au long de la
chaine de production et de stockage.

Mots-clés : Fusarium, pomme de terre, pourriture séche, mycotoxines, Algérie.



ABSTRACT I

ABSTRACT

This study focuses on the presence and distribution of Fusarium mycotoxins in potato
tubers showing symptoms of dry rot, as well as the identification of the associated Fusarium
species, in two major potato production areas in Algeria: Bouira and Ain Defla.

A total of 232 tubers of the Spunta variety were collected in 2019 following a random
sampling plan covering eight fields distributed across the two regions. Fungal strains were
isolated on selective media: PPA (Peptone Pentachloronitrobenzene Agar) for the selection
of isolates belonging to the genus Fusarium, PDA (Potato Dextrose Agar) for the study of
macromorphological characteristics and in vitro mycotoxin production, and SNA (Spezieller
Né&hrstoffarmer Agar) for the observation of micromorphological features. Identification was
supplemented by molecular analysis of the ITS region.

For mycotoxin analysis, tissues showing dry rot symptoms and mycotoxins produced by
Fusarium strains grown on PDA were examined by liquid chromatography—-tandem mass
spectrometry (LC-MS/MS), after extraction with an acetonitrile: water: formic acid mixture
(79:20.9:0.1, v/iviv). A total of 14 mycotoxins were targeted: T-2 toxin, HT-2 toxin,
diacetoxyscirpenol (DAS), 15-acetoxyscirpenol (15-AS), nivalenol (NIV), fusarenon-X
(FUS-X), neosolaniol (NEO), deoxynivalenol (DON), 3-acetyldeoxynivalenol (3-ADON),
15-acetyldeoxynivalenol (15-ADON), beauvericin (BEA), zearalenone (ZEA), fumonisin
B1 (FB1), and fumonisin B2 (FB2).

In potato tubers, five mycotoxins were detected: BEA, T-2 toxin, HT-2 toxin, DAS, and
15-AS. BEA was the most frequent (97.96% of positive samples), with an overall
contamination rate of 21.12% (56.34% in Bouira versus 5.59% in Ain Defla). Other toxins
were sporadically found, only in Bouira, sometimes at high concentrations (up to 171 pg/kg
for T-2).

Among the 283 Fusarium strains isolated, 57.95% were toxigenic in vitro on PDA,
producing mainly BEA (76.83% of toxigenic strains), followed by DAS (43.29%), NEO
(37.20%), 15-AS (31.71%), ZEA (29.27%), FUS-X (4.88%), and NIV (2.44%). FB1 and
FB2 were not detected in either potato tubers or PDA cultures. Several strains produced
multiple toxins simultaneously, revealing a phenomenon of mycotoxin co-occurrence.

Phylogenetic analysis of 28 representative strains allowed classification into five species
complexes: F. incarnatum-equiseti SC, F. sambucinum SC, F. oxysporum SC, F. tricinctum
SC, and F. redolens SC, indicating significant genetic diversity and a high mycotoxigenic

potential.
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This study confirms the presence of mycotoxins in potato tubers affected by dry rot and
highlights the strong toxigenic potential of numerous Fusarium strains. The existence of
mycotoxin co-occurrence poses additional constraints for risk management, particularly due
to potentially additive or synergistic effects. The predominance of BEA, known for its
cytotoxic effects, reinforces the need to implement preventive measures throughout the
production and storage chain.

Keywords: Fusarium, potato, dry rot, mycotoxins, Alger
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INTRODUCTION

La pomme de terre (Solanum tuberosum L.) est I'une des principales cultures vivriéres a
I’échelle mondiale, se classant au troisiéme rang aprés le riz et le blé. En 2023, la production
mondiale a atteint un record de 383 millions de tonnes, avec la Chine et I’Inde en téte (FAO,
2024). Appréciée pour sa haute valeur nutritionnelle, sa polyvalence culinaire et ses
nombreuses applications industrielles, notamment dans la production d’amidon et de
produits transformés, elle joue un réle central dans la sécurité alimentaire mondiale (FAO,
2023). La pomme de terre est une source importante de glucides complexes, elle apporte
également des fibres alimentaires, des protéines de bonne qualité, ainsi que des vitamines
(C, B6) et des minéraux essentiels tels que le potassium, le magnésium et le fer, contribuant
ainsi a une alimentation équilibrée (Burlingame et al., 2009).

En Algérie, la pomme de terre est la culture maraichére la plus importante, tant en termes
de superficie que de volume produit et consomme. La production annuelle atteint environ
4,3 millions de tonnes, avec une consommation moyenne dépassant 110 kg par habitant et
par an (FAOSTAT, 2023). Grace a la diversité agroclimatique du pays, elle est cultivée tout
au long de I’année dans trois grands cycles répartis entre les zones littorales, les Hauts
Plateaux et les régions sahariennes comme EI Oued, ou la production a connu une expansion
notable (MADRP, 2020). Selon 'ITCMI (2022), 120 variétés sont inscrites au catalogue
national, parmi lesquelles Spunta, Fabula, Nicola, Diamant, Timate et Atlas (chair blanche),
ainsi que Bartina, Désirée et Kondor (chair rouge), chacune ayant ses propres
caractéristiques de rendement, de qualité culinaire et de résistance aux maladies.

Cette culture est exposée a des contraintes phytosanitaires pouvant altérer sa valeur
marchande et sa securité sanitaire. Parmi elles, la pourriture seche (Fusarium Dry Rot, FDR)
constitue une maladie fongique post-récolte majeure, responsable de pertes économiques
importantes au stockage. Elle est causée par plusieurs espéces de Fusarium, parmi lesquelles
F. sambucinum, F. oxysporum, F. tricinctum, F. redolens et F. incarnatum-equiseti. Ces
especes sont regroupées en complexes taxonomiques distincts dont la diversité influence la
séverité de la maladie et les profils de production de mycotoxines (Cullen et al., 2005 ;
Tiwari et al., 2020).

La pourriture séche se développe le plus souvent a partir de tubercules de semence
contaminés ou de sols infectés, la pénétration du pathogene se faisant généralement par des
blessures provoquées lors de la récolte ou de la manutention (Bojanowski et al., 2013 ;

Tiwari et al., 2020). Les conditions de stockage influencent fortement la progression de la
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maladie : des températures comprises entre 15 et 25 °C favorisent sa croissance, tandis qu’un
stockage & 4 °C permet de la limiter (Theron et Holz, 1990 ; Boyd, 1952). L’humidité
relative, la densité de plantation, la fertilisation et les pratiques culturales constituent
également des facteurs déterminants (Lui et Kushalappa, 2002).

Outre les pertes physiques, les infections a Fusarium posent un probléme sanitaire majeur
en raison de la production potentielle de mycotoxines. Ces composés, tels que les
trichothécénes (DAS, T-2, HT-2, DON, 3-ADON, 15-ADON), la zéaralénone (ZEA), les
fumonisines (FB1, FB2) et la beauvéricine (BEA), sont stables a la chaleur et peuvent
persister dans les produits transformés (Ellner, 2002 ; Jia et al., 2020 ; Xue et Yang, 2021 ;
Suman, 2021). lls présentent des effets toxiques variés, incluant cytotoxicité, génotoxicité,
immunosuppression et atteintes hépatiques (Coulet et al., 2024).

En Algérie, les connaissances sur la presence et la diversité des especes de Fusarium
restent limitées. Une seule enquéte, menée par Azil et al. (2021), a documenté la présence
de FDR dans neuf principales régions productrices, révélant la prédominance de F.
sambucinum (présente dans 78 % des localités etudiées). Cependant, cette etude ne portait
que sur I’identification morphologique et génomique des especes, sans évaluer la présence
réelle de mycotoxines dans les tubercules. A ce jour, aucune donnée n’est disponible sur la
contamination naturelle des pommes de terre cultivée en Algérie par ces composés toxiques,
et aucune législation nationale n’en encadre encore les seuils admissibles. Ce manque de
surveillance, associé a une forte consommation de pommes de terre dans la population,
souleve de sérieuses inquiétudes sur I’exposition chronique aux mycotoxines.

Dans ce contexte, la présente étude vise a explorer la présence de mycotoxines dans des
tubercules de pomme de terre atteints de pourriture seche, issus de deux importantes zones
de production de pomme de terre (Bouira et Ain Defla). Elle vise également a isoler et
caractériser les souches de Fusarium responsables, en évaluant leur capacité a produire ces
toxines in vitro. En combinant des approches morphologiques, moléculaires et analytiques,
ce travail ambitionne de fournir des données sur la mycotoxicologie de la pomme de terre
en Algérie, et de contribuer a la mise en place de stratégies de gestion adaptées et durables

face a cette menace fongique globale.
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Chapitre I : SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

1. Généralités sur la pomme de terre

La pomme de terre (Solanum tuberosum L.) constitue un aliment de base pour plus d’un
milliard d’individus (Devaux et a/., 2020 ; FAO, 2022). Outre son importance nutritionnelle,
la pomme de terre est également une ressource stratégique pour plusieurs industries,
notamment 1’alimentation animale, la pharmacie, le textile et la production de papier (Nagel

et al., 2022).
1.1. Taxonomie et historique de la pomme de terre

1.1.1. Position taxonomique

La pomme de terre (Solanum tuberosum L.) appartient au régne des plantes (Plantae) et
se classe dans la famille des Solanacées, qui comprend également des especes comme la
tomate et I’aubergine. Sa classification taxonomique est la suivante (USDA, NRCS, 2023) :
Reégne : Plantae (plantes)
Sous-reégne : Trachéobiontes (plantes vasculaires)
Super-embranchement : Spermatophytes (plantes a graines)
Embranchement : Magnoliophytes (plantes a fleurs)
Classe : Magnoliopsides (dicotylédones)
Ordre : Solanales
Famille : Solanacées
Genre : Solanum

Espéce : Solanum tuberosum L.

1.1.2. Origine et domestication
La pomme de terre est originaire de la région du haut Altiplano, pres du lac Titicaca dans
les Andes, a la frontiere entre la Bolivie et le Pérou. Les preuves génétiques et archéologiques
indiquent que sa domestication remonte a 7 000 a 13 000 ans (Love et a/., 2020). Les Incas
utilisaient des pommes de terre lyophilisées, appelées chuiio, comme source alimentaire
essentielle, notamment pour les armées et en période de famine (De Jong, 2016). La pomme
de terre a été introduite en Europe a la fin du XVlIe siécle par les explorateurs espagnols,

d’abord en Espagne, puis dans d’autres pays comme I’ Angleterre (1586) et la France. Elle
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s’est ensuite répandue en Asie (Inde, Chine, Japon) au XVlIle si¢cle, en Amérique du
Nord (Virginie, 1621) et en Afrique au XIXe siecle, principalement par le biais de colons et
de missionnaires européens (De Haan et Rodriguez, 2016 ; Gnanasekaran et Basalingappa,
2018). En Algérie, la culture de la pomme de terre a débuté a la fin du XIXe siecle sous la
colonisation frangaise. Apres I’indépendance, elle s’est développée a grande échelle dans les
années 1970, avec une expansion significative depuis les années 1990 grace a des
programmes gouvernementaux comme le plan national du développement agricole (le

PNDA) (Nesrine et al., 2023).

1.2. Caractéristiques botaniques et cycle de développement de la pomme de terre

La pomme de terre (Solanum tuberosum L.) appartient a la famille des Solanacées, qui
comprend également des especes comme la tomate, I’aubergine et le poivron. Elle est divisée
en deux groupes de cultivars principaux : Andigenum : Adapté aux jours courts, il est
principalement cultivé dans les régions andines. Chilotanum : Adapté aux jours longs, il est
cultivé dans le monde entier (FAO, 2008). Avec environ 4 000 variétés recensées, la pomme
de terre se distingue par une grande diversité génétique, caractérisée par des différences
morphologiques (taille, forme, couleur des tubercules) et organoleptiques (propriétés
gustatives) (Orlando et Boa, 2023). Cette diversité offre des opportunités pour répondre aux

besoins spécifiques des consommateurs et des industries.

1.2.1. Morphologie de la plante

Solanum tuberosum est une plante herbacée dont la hauteur varie de 0,4 a 1,4 meétre
(Fig.1) (Spooner et Knapp, 2013). Ses tiges, de couleur verte, violette ou marbrée, portent
des feuilles composées-pennées avec une foliole terminale et plusieurs paires de folioles
latérales ovales (Struik, 2007). Au cours de sa croissance, la plante produit de I’amidon, qui
est transféré vers les extrémités de ses stolons (tiges souterraines). Ces stolons s’épaississent
pour former des tubercules, dont le nombre varie en fonction des conditions du sol (humidité
et nutriments). Une plante peut produire jusqu’a 20 tubercules, bien que tous n’atteignent
pas nécessairement la maturité (CIP, 2023).

Les tubercules présentent une grande diversité de formes, de tailles (pouvant peser
jusqu’a 300 g) et de couleurs de chair (blanche, jaune, violette, etc.). Leur surface est
marquée par des bourgeons axillaires, appelés « yeux », qui donnent naissance a de nouvelles
tiges lorsqu’ils sont plantés (Struik, 2007 ; Thornton, 2020). Les inflorescences de la pomme

de terre sont des cymes ramifiées de 5 a 11 cm de long, portant jusqu’a 25 fleurs (Spooner
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et Knapp, 2013). La corolle des fleurs peut étre de différentes couleurs : blanche, rose, lilas,
bleue, violette ou rouge-violet, souvent avec des nuances secondaires aux extrémités
(Spooner et Knapp, 2013). Le fruit est une baie sphérique a ovoide, de couleur verte, parfois
tachetée de blanc ou de violet. Bien que les baies contiennent des graines, elles

sont toxiques en raison de leur teneur en glycoalcaloides (Struik, 2007).

Tige sous terraine (stolon)

Tubercule en développement -

(Eil

Fig. 1 : Morphologie de la plante de pomme de terre (Solanum tuberosum spp. tuberosum,).
(Thornton, 2020).

1.2.2. Le cycle végétatif de la pomme de terre
Le cycle de développement de la pomme de terre varie de 90 jours pour les variétés
précoces a 150 jours pour les variétés tardives (Struik, 2007). Il comprend cinq étapes
principales, influencées par la température et ’humidité : la germination, La croissance
végétative, la tubérisation, la croissance des tubercules et la sénescence (Thornton, 2020 ;

CIP, 2023).
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1.3. La filiéere pomme de terre dans le monde

Cette culture occupe une place centrale dans I’agriculture mondiale, contribuant
directement a plusieurs Objectifs de Développement Durable (ODD) des Nations Unies. Elle
participe a la lutte contre la faim, a la promotion de pratiques agricoles durables et au
développement économique des communautés rurales (FAO, 2024). Cultivée dans 159 pays,
la pomme de terre couvre une superficie totale de 18 millions d’hectares, s’adaptant a des
environnements variés, allant des zones tempérées aux régions subtropicales et tropicales
(Kroschel et al., 2020 ; Devaux et al., 2020). Cette polyvalence témoigne de sa capacité a
prospérer dans des conditions agroclimatiques diversifiées.

En termes de production, d’apres les dernicres statistiques de FAOSTAT (mise a jour de
décembre 2024), la production mondiale de pommes de terre a atteint un record historique
en 2023, avec un total de 383 millions de tonnes. Ce parcours a travers les continents met en
lumiere le role essentiel dans I’alimentation de milliards de personnes a travers le globe.

La Chine se distingue comme le premier producteur mondial de pommes de terre, avec
une récolte impressionnante de 93,5 millions de tonnes en 2023. Elle est suivie par 1’Inde,
qui a contribué a hauteur de 60,1 millions de tonnes a la production mondiale. A eux deux,

ces géants asiatiques représentent pres de 40 % de la production globale de pommes de terre.

1.4. La filiéere pomme de terre dans I’économie agricole de I’Algérie

La filiére pomme de terre occupe une place stratégique dans 1’économie agricole de
I’Algérie, en raison de son importance socio-économique, de sa forte présence dans le
mode¢le alimentaire de la population et de son réle clé dans la sécurité alimentaire nationale.
Elle se distingue par son importance économique, liée a la superficie cultivée, a
la production annuelle et a I’emploi qu’elle génere tout au long de sa chaine de valeur. La
production de pommes de terre en Algérie a connu une croissance significative au cours des
deux dernieres décennies, passant d’environ 10 millions de quintaux en 2000 a plus de 40
millions de quintaux en 2019 (MADRP, 2020) (Fig. 2). En 2021, I’ Algérie s’est classée 18e
au niveau mondial, avec une production de 4 millions de tonnes (FAOSTAT, 2021). Cette
progression est principalement portée par les régions sahariennes, qui sont aujourd’hui les
zones les plus productives du pays, grace a des conditions climatiques favorables et a un

acces stratégique aux ressources hydriques.
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Fig. 2 : Evolution de la production de la pomme de terre en Algérie (MADRP, 2020)

L’ Algérie figure parmi les pays les plus consommateurs de pommes de terre, avec une
consommation annuelle de 110 kg par habitant, bien supérieure a la moyenne africaine
estimée a 4 kg par habitant (FAOSTAT,2021). Cette consommation élevée place I’ Algérie
dans le top 10 mondial en termes de consommation par habitant, aux cotés de pays comme
la Bi¢lorussie (181 kg/habitant/an), 1’Ukraine (136 kg/habitant/an) et la Pologne (132
kg/habitant/an) (FAOSTAT, 2021). En comparaison, la consommation moyenne mondiale
est d’environ 33 kg/habitant/an, tandis que des pays comme les Etats-Unis et la France
enregistrent des consommations respectives de 54 kg/habitant/an et 55
kg/habitant/an (FAOSTAT, 2021). La production nationale couvre la quasi-totalité des
besoins de consommation, faisant de 1’ Algérie un pays autosuffisant en pommes de terre.

La culture de la pomme de terre est répartie sur la majorité des wilayas du pays, mais 7
wilayas concentrent pres de 50 % de la superficie totale (Fig.3). La wilaya d’El Oued arrive
en téte, représentant 22 % de la superficie totale, suivie des wilayas d’Ain Defla et de
Mostaganem, avec des productions annuelles respectives de 7 millions de quintaux et 4
millions de quintaux (MADRP, 2020).

Actuellement, la semence nationale (semence multipliée) couvre en moyenne 80 % des
besoins des programmes de plantation, le reste étant complété par I’importation (MADRP,
2020). En termes de préférences de consommation, les variétés a peau rouge sont les plus
appréciées par la majorité de la population, en particulier dans les régions intérieures du
pays. En revanche, les variétés a peau blanche sont principalement consommées dans les

zones littorales (MADRP 2020).
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Fig. 3 : Répartition de la production de la pomme de terre en Algérie en 2019
(MADRP, 2020).

1.5. Profil nutritionnel de la pomme de terre et intérét pour la santé

La pomme de terre est un aliment polyvalent et nutritif, consommé dans I'alimentation
humaine et animale, et valorisé par les industries alimentaires et non alimentaires. Ses
propriétés santé et son potentiel de biofortification en font une ressource clé pour les defis
nutritionnels mondiaux (Zaheer et Akhtar, 2016). Facile a digérer (Rajiv et Kawar, 2016),
elle est riche en glucides (principalement glucose, fructose, saccharose) et en amidon (16,5
a 20,0 g/100 g), contribuant a la santé digestive (Liu et al., 2007).

Elle est également une source précieuse de protéines, notamment la patatine, une protéine
de haute valeur biologique, supérieure a celle des céréales et du lait, pouvant servir de
substitut a la viande et aux produits laitiers (Rajiv et Kawar, 2016). La teneur en protéines
des tubercules varie de 1 a 1,5 g/100 g de poids frais, selon la variété (Camire et al., 2009).

La pomme de terre est une excellente source de vitamine C, avec des teneurs pouvant
atteindre 50 mg/100 g (Han et al., 2004). Une pomme de terre moyenne (150 g) consommée
avec sa peau couvre pres de la moitié des besoins quotidiens en vitamine C d’un adulte
(Devaux et al., 2020). Elle contient aussi de la vitamine B6 (0,450 a 0,675 mg/100 g) et est

particuliérement riche en potassium, le minéral le plus abondant (Moonney et al., 2013).
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En plus de ses macronutriments et micronutriments, la pomme de terre est une source
importante d’antioxydants. Les variétés a chair jaune sont riches en lutéine et zéaxanthine,
tandis que les variétés violettes et rouges contiennent des anthocyanes, reconnus pour leurs
propriétés antioxydantes et anti-inflammatoires (Burgos et al., 2020).

Les efforts de sélection actuels visent a développer des variétés biofortifiées, enrichies en
fer (Fe) et en zinc (Zn), pour lutter contre la faim et les carences nutritionnelles comme

I’anémie (Campos et Ortiz, 2020).

eau 72-75% amidon 16-20%
Micronutriments protéines 2-2,5%
(une pomme de terre crue, non épluchée, 213 g) fibres 1-1,8%
Minéraux ¥ )
potassium 897mg acides gras 0,15%
phosphore 121 mg
magnésium 49mg
fer 1,66mg
Vitamines -
vitamine 42mg
Niacine 22mg
vitamine B6 0,62mg
thiamine 0,17mg

Fig. 4 : Composition chimique du tubercule de pomme de terre (U.S. National Nutrient

Database)

Selon le Centre International de la Pomme de Terre (CIP), moins de 50 % de la production
mondiale est consommee fraiche. Le reste est transformé en divers produits alimentaires et
industriels :

e Produits alimentaires : chips, frites surgelées, produits déshydratés (flocons,
granulés, farine, amidon), produits non frits (confitures, bonbons, biscuits) et
produits en conserve (Reddy et al., 2018 ; Rajiv et Kawar, 2016).

e Utilisations non alimentaires : La fécule de pomme de terre est employée dans les
industries pharmaceutique, textile, papetiére et comme colle pour le bois (CIP, 2023).

e Valorisation des déchets : Les pelures et tubercules endommagés sont utilisés pour
la production de biocarburants et dans l'alimentation animale (Gnanasekaran et

Basalingappa, 2018).
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1.6. Les bioagresseurs de la pomme de terre

L’essor de la culture de la pomme de terre a I’échelle mondiale a favorisé 1’apparition de
nombreux ravageurs et maladies, incluant champignons, bactéries, virus et insectes (Orlando
et Boa, 2023). Le mildiou, causé par Phytophthora infestans, est la maladie la plus redoutée,
pouvant anéantir des cultures en quelques jours (Fiers et ¢/., 2010 ; Orlando et Boa, 2023).
Les tubercules de semence présentent un risque majeur de propagation des maladies, rendant
la certification et les contrdles sanitaires indispensables (Orlando et Boa, 2023). Certaines
de ces maladies sont réglementées par la norme CEE-ONU
(https://unece.org/fileadmin/D AM/trade/agr/standard/potatoes/S1_SeedPotatoes 2018 F.p

df) en raison de leur impact sur la qualité des tubercules et des rendements.

1.6.1. Les maladies causées par les champignons (Fig. 5)

e Mildiou (Phytophthora infestans) : zones brun foncé ou violacées en surface et
pourriture interne brun rougeatre (Yuen, 2021).

o Fusariose (Fusarium spp.) : pourriture seche a plis concentriques, mycélium blanc,
orange ou bleu ; causée par F. solani var. coeruleum, F. sulphureum, F. sambucinum,
F. avenaceum (Peters et al., 2008 ; Yli-Mattilaet al., 2018 ; Erper et al., 2022 ; Tiwari
et al., 2023).

e Gangrene (Phoma foveata) : lésions foncées, déprimées, pourriture interne brune ou
noire (A’Hara, 2015).

e Pythiales (Pythium spp.) : pourriture aqueuse a odeur alcoolisée ou de poisson (Ho,
2018).

e Pourriture rose (Phytophthora erythroseptica) : coloration rosee a lair libre,
exsudat clair (Cakir et al., 2020).

e Pourriture aigre (Geotrichum candidum) : mycélium blanc humide, odeur de lait
fermenté ou vinaigre (Willbur et al., 2023).

e Rhizoctone brun (Rhizoctonia solani) : levée inégale, flétrissement, sclérotes sur
tubercules (Betancourth-Garcia et al., 2021).

e Gale argentée & dartrose (Helminthosporium solani, Colletotrichum coccodes) :
taches argentées, lésions a microsclérotes noirs (Pérez-Mora et al., 2020).

e Sclérotiniose (Sclerotinia sclerotiorum) : flétrissement, pourriture brun pale,
mycélium blanc et sclérotes noirs (Yang et al., 2020).

e Alternariose (Alternaria solani, A. alternata) : nécroses foliaires concentriques,

pourriture superficielle (Morante, 2016 ; Ahmed, 2017).


https://unece.org/fileadmin/DAM/trade/agr/standard/potatoes/S1_SeedPotatoes_2018_F.pdf
https://unece.org/fileadmin/DAM/trade/agr/standard/potatoes/S1_SeedPotatoes_2018_F.pdf
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o Gale poudreuse (Spongospora subterranea) : pustules en relief, galles sur racines et
stolons (Balendres et al., 2016).

o Galle verruqueuse (Synchytrium endobioticum) : protubérances verruqueuses se
décomposant en masse noire (Gorgiladze et al., 2014).

Phoma exigua var. foveta
hitpscropscience bayer.co uk!

Fig. 5 : Principales maladies fongiques affectant la pomme de terre : (a) Mildiou, (b, c, d)
Fusariose, (e) Gangrene, (f) Pythiales, (g) Pourritures (a - Pourriture rose, b - Pourriture
aigre), (h) Rhizoctone brun, (i) Gales et dartrose (a - Gale argentée, b - Dartrose), (j)

Sclérotiniose, (k) Alternariose, (I) Gales (a - Gale poudreuse, b - Gale verruqueuse).

1.6.2. Les maladies causées par les bactéries (Fig. 6)

e Jambe noire : causée par Pectobacterium atrosepticum et Dickeya spp., provoque
une pourriture centrale du tubercule (Niemi et al., 2017 ; Charkowski et al., 2020).

o Flétrissement bactérien / Pourriture annulaire : di a Clavibacter michiganensis
subsp. sepedonicus, caractérisé par une pourriture vasculaire molle et un
flétrissement terminal de la plante (Osdaghi et al., 2022).

e Pourriture brune / Bactériose vasculaire : causée par Ralstonia solanacearum, se
manifeste par un brunissement de I’anneau vasculaire, une pourriture totale et un

suintement gluant au niveau des yeux et lenticelles (Guarischi-Sousa et al., 2016).
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e Gale commune : due a Streptomyces scabiei et especes apparentées (S.

europaeiscabiei, S. stelliscabiei), provoque croltes liégeuses et fissures
superficielles (Fiers et al., 2012 ; Ahmadi et Khakvar, 2016 ; Oppenheim et Edan,
2018).

FNPPPT - Y. Le Hinerat

Fig. 6 : Principales maladies bactériennes affectant la pomme de terre : (a) Jambe noire,

(b) Flétrissement bactérien, (c) Pourriture brune, (d) Gale commune.

1.6.3. Les maladies causées par les Virus (Fig. 7)

o Mosaique grave : causée par le virus Y de la pomme de terre (PVY), se manifeste par
des feuilles frisées, une atrophie de la plante, et dans les cas sévéres, une nécrose suivie
de la chute des feuilles (Krijger et Waals, 2020).

e Mosaique légere : également liée au PVY, provoque une marbrure des folioles
(alternance de vert clair et foncé) sans déformation (CEE, 2007).

o Enroulement : causé par le virus PLRV, entraine une nécrose interne des tubercules et,
sur la plante, un enroulement des feuilles devenant seéches, friables et parfois brunes

(O'Brien et Rich, 1976).
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Fig. 7 : Principales maladies virales de la pomme de terre : (a) Mosaique grave, (b)

Mosaique légere, (c) Virus de |’enroulement.

1.6.4. Les maladies causées par les viroides
o Viroide des tubercules en fuseau : causé par le Potato spindle tuber viroid
(PSTVd), il entraine un allongement, une déformation des tubercules, ainsi que des

crevasses profondes (King et al., 2011 ; Qiu et al., 2016) (Fig. 8).

Fig. 8 : Viroide affectant la pomme de terre : Le viroide des tubercules en fuseau.

1.6.5. Les maladies causées par les phytoplasmes
e Stolbur : causé par un Phytoplasma, se manifeste par des tubercules flasques,
des germes filandreux, un enroulement des feuilles, un jaunissement ou
rougissement du feuillage, ainsi que la formation de tubercules aériens et de

bourgeons axillaires (CEE, 2007 ; Contaldo et a/., 2016) (Fig. 9).
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Holbur de la pomme de terre - © ILVO/Ractud TAHZIMA

Stolbur de la pomme de terre - © ILVO/Rachid TAHZIMA

Fig. 9 : Le stolbur : maladie phytoplasmique affectant la pomme de terre.

1.6.6. Les maladies causées par les nématodes (Fig. 10)

o Nématodes a kystes : causés par Globodera rostochiensis et G. pallida (Orlando et
Boa, 2023).

o Nématodes a galle des racines : Meloidogyne chitwoodi et M. fallax entrainent la
formation de gales superficielles et de taches nécrotiques internes sur les tubercules
(Lima et al., 2018).

o Nématodes de la pourriture des racines : Ditylenchus destructor provoque des
craquelures en surface et des taches corticales sur les tubercules (Pan et al., 2021).

Fig. 10 : Principaux nématodes affectant la pomme de terre : (a) Nématodes a kystes, (b)

Nématodes a galles des racines, (c) Nématodes de la pourriture des racines.
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1.6.7. Les ravageurs

e Teigne de la pomme de terre : causée par Phthorimaea operculella, elle provoque
des galeries dans les tubercules et des dégats visibles sur les feuilles (Zhang ct
al., 2022) (Fig. 11).

Fig. 11 : La teigne de la pomme de terre : un ravageur majeur des tubercules.

1.7. Situation phytosanitaire de la pomme de terre en Algérie

En Algérie, la production de pommes de terre est fortement affectée par divers
pathogenes, parmi lesquels le nématode a kystes (PCN) (Tirchi Nadia et /., 2016 ; Houben
et al., 2017 ; Djebroune et a/., 2020). Les virus A, S, X et Y sont ¢galement présents, avec
une prédominance du virus Y (Allala-Messaoudi et «/., 2018). Par ailleurs, les insectes
ravageurs, notamment les mites, les pucerons et la mineuse des feuilles (Liriomyza
huidobrensis), causent des pertes considérables (Houben et a/., 2017). Les maladies
fongiques telles que le mildiou et Ialternariose (Alternaria solani et A. alternata) sont
fréquentes (Ayad et a/., 2017 ; Houben et al., 2017), tandis que des maladies bactériennes
comme la pourriture molle, la jambe noire et la jambe brune ont été signalées dans I’ouest

du pays (Benada et al., 2018).

1.8. Classification et Critéres de Qualité des Plants de Pomme de Terre
Les plants de pomme de terre sont classés selon leur variété et leur état sanitaire,
conformément a la norme CEE-ONU S-1 (2018). Ce classement repose sur un examen
officiel dans le pays producteur, mené par I’autorité de certification, afin de garantir la
tracabilité et le respect des exigences réglementaires. Trois grandes catégories sont
distinguées, chacune subdivisée en deux classes (Tableaul) :
e Plants prébase : comprennent les générations précédant les plants base.
o Classe prébase CT (Culture de Tissus) : issue de micropropagation (cultures
de tissus ou tubercules de premiere génération).
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o Classe prébase : correspond aux plants multipliés en champ avant d’atteindre
le stade base.
e Plants base : issus de plants prébase ou d’autres plants base, utilisés pour produire
des plants certifiés.
o Base | :répond aux critéres sanitaires les plus stricts.
o Base Il : tolére un niveau légérement plus élevé de défauts.
o Plants certifiés : issus de plants prébase, base ou certifiés. Destinés a la production
agricole.
o Certifié I : garantit une qualité élevée, assurant de bons rendements.
o Certifié 1l : de qualité légérement inférieure, mais conforme aux normes
minimales.
Chaque classe peut étre subdivisée selon le nombre de génerations en champ (ex. : GPC1,
GPC2), permettant un suivi précis de la qualité au fil des cycles.
Enfin, les conditions minimales de qualité sont définies par des seuils de tolérance pour les

défauts et anomalies observés sur les tubercules, présentés dans le tableau 1.

Tableau 1 : Les seuils de tolérance pour les maladies et défauts des plants de pomme de

terre CEE-ONU S-1 (2018).

Critéres d’évaluation Prébase Prébase Base IetII Certifié I et I1
CT
Présence de terre et corps étrangers 1% 1% 2% 2%
Pourriture séche et pourriture humide = 0 % 0,2 % 1 % (dont 0,5 % 1 % (dont 0,5 %

pourriture humide) = pourriture humide)

Défauts extérieurs (meurtrissures, 3 % 3% 3% 3%

dommages mécaniques, etc.)

Gale commune (> 33,3 % de la 0% 5% 5% 5%
surface)

Gale poudreuse (> 10 % de la surface) 0 % 1% 3% 3%
Rhizoctonia (> 10 % de la surface) 0% 1% 5% 5%
Tubercules flétris 0% 0,5 % 1% 1%
Accident de réfrigération 0% 2% 2% 2%
Attaques de parasites (taupins, 0 % 4% 4% 4%

limaces, teignes, etc.)



Chapitre I : SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE 19

Selon la norme CEE-ONU S-1 (2018), les plants de pomme de terre doivent étre exempts
d’organismes nuisibles, incluant les nématodes a kystes (Globodera rostochiensis,
Globodera pallida), les champignons pathogenes (Synchytrium endobioticum), les bactéries
nuisibles (Clavibacter michiganensis spp. sepedonicus, Ralstonia solanacearum), ainsi que
certains viroides et phytoplasmes, tels que le viroide des tubercules en fuseau et le stolbur
de la tomate. D'autres parasites, dont Meloidogyne chitwoodi, Meloidogyne fallax,
Ditylenchus destructor et Phthorimaea operculella, doivent également étre absents afin de

garantir la conformité sanitaire des plants.

1.9. Normes phytosanitaires et tolérances en Algérie

Les plants de pomme de terre doivent respecter les normes phytosanitaires en vigueur,
qui établissent des seuils de tolérance stricts selon leur catégorie (Tableau 1 et 2). Les classes
«Super Elite » (SE) et « Elite » (E), destinées a la production de semences de base, sont
soumises aux exigences sanitaires les plus strictes. En revanche, la classe « A » et ses
équivalents, correspondant aux plants certifiés, bénéficie de seuils de tolérance légérement
plus flexibles. Tout traitement phytosanitaire appliqué doit étre déclaré a 1’acheteur, en
précisant avec exactitude les produits utilisés, afin de garantir la tracgabilité et le contrdle des
lots. Pour assurer leur conformité avant commercialisation, des analyses en laboratoire sont
effectuées a I’aide de tests Elisa, de précultures et de la PCR. Ces contrdles permettent de
vérifier le respect des normes phytosanitaires établies par la réglementation en vigueur
(Arrété du 7 avril 2004 modifiant et complétant ’arrété du 21 mai 1995 fixant les normes
phytotechniques et phytosanitaires a I’importation des semences et plants des especes

maraicheres, arboricoles, viticoles et des grandes cultures (JON® 07, 23 janvier 2005).
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Tableau 2 : Seuils de tolérance des maladies et défauts des pommes de terre de semence

selon les classes sanitaires.

Critéres Classes ""Super Elite" (SE) et "Elite" Classe "A" et équivalentes
(E)

Virus SE:<1%,E:<2% <5%

PLRVetY SE :<0,5%,E:<1% <2%

Fusariose, Alternariose, <0,2 % chacun <0,2 % chacun

Mildiou

Jambe noire Tolérance zéro Tolérance zéro

Rhizoctone <5 % (atteinte < 1/20 de la surface du <5%
tubercule)

Gale argentée <5 % (atteinte < 1/3 de la surface) Lot non conforme si attaque

généralisée

Gale commune <5 % (atteinte < 1/3 de la surface) <5%

Gale poudreuse <0,2 % (1 a 2 pustules/tubercule) <0,2%

Taupins <4 % (max 5 piqires/tubercule) <4 % (max 5 piqires/tubercule)

Tolérance cumulée < 4 % (pourritures séches/humides, gale Non spécifiée

commune, gale poudreuse, taupins)

2. La pourriture seche de la pomme de terre

La pourriture seche de la pomme de terre, causée principalement par des especes du genre
Fusarium, est une maladie répandue a I’échelle mondiale. Elle affecte aussi bien les plants
en culture que les tubercules en stockage (Tiwari et al., 2024 ; Azil et al., 2021). Son
développement est favorisé par une humidité élevée et des températures comprises entre 15
et 20 °C (Liet al., 2022). La plupart des variétés de pommes de terre sont sensibles a cette
maladie, bien que leur degré de vulnérabilité dépende du cultivar et de I’espece de Fusarium
en cause (Bojanowski et a/., 2013 ; Wale et a/., 2008). Environ treize especes de Fusarium
sont responsables de cette maladie, parmi lesquelles F. sulphureum (syn. F. sambucinum), F.
coeruleum (syn. F. solani var. coeruleum), F. oxysporum, F. avenaceum, F. culmorum, F.
acuminatum, F. crookwellense, F. equiseti, F. graminearum, F. scirpi, F. semitectum, F.
sporotrichioides et F. tricinctum (Arora et Sharma, 2014). Parmi ces especes, F
sambucinum, F. solani et F. oxysporum sont les plus fréquentes et les plus pathogeénes
(Wharton et Kirk, 2014).

Les pertes causées par la pourriture seche peuvent étre aggravées par d'autres maladies,
telles que la pourriture molle ou le mildiou, en particulier lors du stockage (Tiwari et al.,

2020). Bien qu’aucun geéne conférant une résistance compléte n’ait été identifié, des
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différences significatives dans les réponses de défense des cultivars ont été observées. Un
méme isolat de Fusarium peut ainsi provoquer des lésions de tailles variables selon le
cultivar testé (Stefanczyk, 2016). Les tests de pathogénicité sont couramment utilisés pour
évaluer la résistance des tubercules, ouvrant la voie a la sélection et au développement de

variétés plus résistantes.

2.1. Distribution géographique de Fusarium et son impact économique
2.1.1. Distribution géographique

Les especes du genre Fusarium figurent parmi les champignons phytopathogenes les plus
destructeurs a I’échelle mondiale (Tiwari et a/., 2023). Elles sont responsables de divers
symptomes, notamment le flétrissement des plants, la décoloration vasculaire, ainsi que la
pourriture et la décomposition des tubercules en stockage (Li et a/., 2022). La distribution et
la prévalence des différentes espéces de Fusarium varient selon les conditions climatiques
et les régions géographiques, influencant ainsi la gravité et I’incidence de la maladie (Azil
et al., 2021 ; Stefanczyk et al., 2016).

e Amérique du Nord : Fusarium sambucinum constitue l'agent pathogene le plus
redoutable, infligeant des dommages majeurs aux principales zones de production de
pomme de terre du continent. Une découverte marquante au Dakota du Nord a établi
F. graminearum comme nouvel agent de la pourriture seche, représentant le premier
signalement de cette espece céréaliere comme pathogéne des tubercules et soulevant
des enjeux cruciaux pour la gestion des rotations culturales blé-orge-mais-pomme de
terre (Ali et al., 2005). Cette diversification pathogénique s'est confirmée par la suite,
avec l'association récurrente de F. sambucinum et F. graminearum générant des pertes
économiques considérables dans cette région (Estrada et al., 2010). La suprématie
agressive de F. sambucinum y a été ultérieurement consolidée (Du et al., 2012). Le
Michigan présente un profil distinct ou F. oxysporum domine numériquement, tout en
conservant a F. sambucinum son statut d'agent le plus virulent (\Wharton et Kirk,
2014). Cette hétérogénéité régionale s'illustre également dans le Nord-Ouest
Pacifique, ou une investigation récente a révélé une diversité fongique exceptionnelle
- outre la confirmation de la prédominance de F. sambucinum (44,6 % des isolats) et
de sa virulence remarquable (lésions de 19,5 a 27,7 cm? sur 'Russet Burbank'), 13
autres especes pathogénes ont été identifiées, dont sept inédites pour la région (F.
avenaceum, F. cerealis, F. culmorum, F. flocciferum, F. redolens, F. sporotrichioides

et F. venenatum), attestant d'une complexité pathogénique largement sous-évaluée
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(Christian et al., 2025). Dans les Caraibes, I'étude des mini-tubercules cubains
produits par biotechnologie a confirmé la prédominance de F. oxysporum (70% des
isolats) accompagné de F. solani, démontrant la persistance de ces pathogenes méme
dans les systemes de production les plus contrdlés (Leiva-Mora et al., 2023).

o Europe : Le continent européen présente une diversité remarquable d'especes de
Fusarium responsables de la pourriture seche, avec des variations géographiques et
climatiques distinctes qui faconnent les profils pathogéniques régionaux. En Grande-
Bretagne, F. coeruleum constitue l'espéce prédominante en conditions de stockage,
particulierement a basse température (Peters et al., 2008). Cette dominance de F.
coeruleum s'étend vers le nord de I'Europe, comme le confirme une enquéte exhaustive
menée en Norvége sur trois années consécutives. Cette investigation a révélé F.
coeruleum comme l'espece la plus fréquemment isolée, suivi de F. avenaceum, tandis
que F. sambucinum, considéré comme dominant en Amérique du Nord, n'occupait
gu'une position secondaire. La distribution géographique révele des spécificites
régionales remarquables : F. coeruleum domine dans le nord et le sud-ouest de la
Norvege, tandis que F. avenaceum prédomine dans l'est du pays (Heltoft et al., 2016).
L'Europe centrale présente un profil pathogénique difféerent, comme [l'illustre une
étude polonaise extensive ayant identifié douze espéces de Fusarium distinctes.
Contrairement au modeéle nordique, F. oxysporum s‘avere I'espéce la plus fréquente,
suivi de F. avenaceum, F. solani et F. sambucinum. Cette diversité exceptionnelle
s'accompagne d'une variabilité génétique importante, particulierement marquée chez
F. solani. L'étude révele également la présence d'isolats producteurs potentiels de
mycotoxines et confirme la pathogénicité de F. sambucinum, F. avenaceum, F.
culmorum et F. graminearum (Stefanczyk et al., 2016).

e Asie : Le continent asiatique révele une complexité pathogénique remarquable avec
des variations régionales significatives dans la composition des espéces de Fusarium
responsables de la pourriture seche. En Chine, F. sambucinum domine les régions
productrices, accompagné d'un cortege diversifié comprenant F. oxysporum, F.
avenaceum, F. acuminatum et F. equiseti (Du et al., 2012). Cette prédominance de F.
sambucinum contraste avec d'autres zones asiatiques ou F. solani et F. oxysporum
constituent les principaux pathogénes, notamment en Inde (Li et al., 2022 ; Tiwari et
al., 2023). L'Asie centrale présente des caractéristiques épidémiologiques
particulieres, comme l'illustre la premiére identification de F. sambucinum comme

agent de la pourriture séche au Kirghizistan, révélée lors d'une enquéte dans les
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installations de stockage de la région de Chui et confirmée par analyses
morphologiques et phylogénétiques (Erper et al., 2021). En Russie, des investigations
approfondies utilisant l'analyse phylogénétique multilocus ont révélé une diversité
exceptionnelle au sein des complexes d'espéces F. sambucinum et F. solani. Cette
étude a identifié F. sambucinum s. str. comme espéce prédominante, accompagné de
F. venenatum, ainsi que plusieurs especes du complexe F. solani incluant F.
noneumartii, F. mori, F. stercicola et F. vanettenii. Remarquablement, F. mori a été
signalé pour la premiere fois sur pomme de terre, tandis que F. noneumartii et F.
stercicola représentent de nouvelles détections pour la Russie. L'étude a également
démontré la capacité distinctive de F. sambucinum & croitre & basse température et son
agressivité particuliere dans ces conditions (Gavrilova et al., 2024).

e Afrique : Les especes varient selon les régions. En Afrique du Sud, F solani et F.
oxysporum causent d’importants dégats (Theron et Holz, 1990). En Egypte, F
sambucinum est prédominant, suivi de F. oxysporum, F. verticillioides et F. incarnatum
(Gherbawy et al., 2019). En Tunisie, F. graminearum, habituellement associ¢ aux
céréales, a été identifi¢ comme un agent majeur de la pourriture séche (Daami-
Remadi, 2012). En Algérie, une étude a révélé sept especes distinctes, F. sambucinum
étant la plus fréquente (52,6 % des isolats analysés) et la plus agressive sur les
tubercules (Azil et a/., 2021). Plus récemment, Benhaoued et a/. (2024) ont isolé
Fusarium proliferatum a partir de tubercules infectés récoltés dans la région d’El

Oued.

2.1.2. Impact économique

La pourriture seche fusarienne entraine des pertes post-récolte significatives, estimées
entre 6 et 25 %, pouvant atteindre 60 % dans des conditions favorables (Tiwari et a/., 2020).
Aux Etats-Unis, les pertes annuelles sont évaluées entre 100 et 500 millions de dollars
(USDA). En Chine, dans la province du Gansu, elle représente 88 % des pertes totales apres
récolte (Suqin et a/., 2004 ; Du et al., 2012). Au Michigan, jusqu'a 50 % des lots stockés sont
infectés (Gachango et a/., 2012). A Cuba, des études sur des tubercules de semence importés
du Canada et des Pays-Bas ont révélé des taux d’infection variables selon les variétés :
Baraka (57 %), Désirée (50 %), Atlantic (32,5 %), Chieftain (25 %) et Rouge Pontiac (12,5
%) (Leiva-Mora et al., 2021).
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2.2. Symptomes de la pourriture séche

La pourriture séche apparait généralement 1 a 2 mois aprées le stockage (Arora et Sharma,
2014). Elle survient le plus souvent a la suite de blessures mécaniques, a partir desquelles
les 1ésions peuvent s’étendre en profondeur. Les premiers symptomes se traduisent par des
dépressions sombres a la surface des tubercules. Avec I’évolution de la maladie, la peau se
plisse en anneaux concentriques en raison de la dessiccation des tissus sous-jacents. En
profondeur, les 1ésions, de couleur brun chocolat a noir, sont séches et friables (Wharton et
al., 2007). Les cavités pourries sont souvent tapissées de mycélium et de spores dont la
couleur varie du jaune au blanc ou au rose (Fig.12). Les Iésions de F. sulphureum sont
irrégulieres et brun foncé, tandis que celles de F. coeruleum ont un bord plus uniforme
(Fig.13) (Wale et a/., 2008). L’humidité excessive en stockage favorise I’invasion par des
bactéries de la pourriture molle (Pectobacterium spp.), ce qui peut masquer les symptomes

initiaux et compliquer le diagnostic (Wharton et a/., 2007).

Fig. 12 : Amas de mycélium et des masses sporulées blanches, roses et jaunes se forment a

la surface de la peau morte (Wharton et al., 2007).

Fig. 13 : Symptomes de la pourriture seche causée par Fusarium spp. sur des tubercules
de pomme de terre (Wale et al., 2008). (a) F. coeruleum : mycélium rose caractéristique.

(¢) F. sulphureum: mycélium blanc a gris tapissant une cavité nécrotique.
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2.3. Cycle de développement de la pourriture séche

Le développement de la pourriture séche de la pomme de terre est étroitement li€¢ aux
conditions environnementales et aux pratiques culturales. Le cycle débute avec la survie du
champignon Fusarium dans 1’environnement, puis se poursuit par I’infection des tubercules
au champ, leur contamination lors de la récolte et I’évolution de la maladie au stockage

(Fig.14).

2.3.1. Sources de l'inoculum
Le champinion Fusarium persiste grace a plusieurs sources qui assurent sa dissémination
dans les systemes de production :

e Sol et débris végétaux : Le champignon survit plusieurs années sous forme de
chlamydospores ou de mycélium sur les résidus (Cullen et a/., 2005).

e Tubercules infectés : En culture ou en entrepdt, ils constituent une source majeure
d’inoculum, permettant la transmission directe d une saison a 1’autre (Bojanowski et
al.,2013).

o Espéces spécifiques : La transmission varie selon I’espece ; F. sulphureum est
surtout véhiculé par les tubercules de semence, tandis que F. coeruleum se propage

davantage a partir de tubercules en décomposition (Choiseul et a/., 2001).

2.3.2. Conditions de l'infection

2.3.2.1. Au champ :

L’infection se fait principalement par des blessures créées lors de la coupe des semences,
de la plantation ou de la récolte (Choiseul et al., 2001 ; Cullen et al., 2005). La pénétration
du pathogene est favorisée par une peau immature ou abimée (Arora et Sharma, 2014). En
hiver, Fusarium survit dans le sol ou sur les tubercules infectés ; au printemps, les semences
blessées constituent la principale voie d’infection. La maladie réduit le taux d’émergence,

ralentit la croissance et diminue le rendement (\Wharton et al., 2007 ; Arora et Sharma, 2014).

2.3.2.2. Infection en stockage :

En entrepot, la progression dépend de la température et de I’humidité : elle est favorisée
entre 15-21 °C et >95 % d’humidité relative, alors qu’un stockage a 4 °C ralentit son
évolution (Wharton et al., 2007 ; Wale et al., 2008). La maladie peut rester latente les

premiers mois avant d’apparaitre sous des conditions plus chaudes et humides. Elle provoque
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alors une dégradation des tubercules, des pertes post-récolte et une contamination des lots
sains par contact.

FIN DE UETE

Les tubercules de la d dance sont é

“ par les spores de Fusarium au fur et 4 mesure de
leur développement, mais les tubercules ne sont
pas infectés.

FIN DU -

PRINTEMPS
La pourriture des pousses et la pourriture des
plantons aprés la plantation, conduisent & des -R Les blessures causées pendant la
peuplements inégaux avec des plantes affaiblies. récolte et la manipulation

permettent aux spores présentes a
Ia surface du tubercule de pénétrer
Apres la plantation, plus de
50% des pousses se
développant sur des
tubercules infectés peuvent
devenir malades et mourir.

dans le tubercule.
Cycle de la maladie de la \

pourriture séche fusarienne E:

L'infection par la pourriture
séche pendant I'entreposage
entraine souvent une pourriture
molle bactérienne secondaire.
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415,5°C et une humidité
relative supérieure a 95 %.
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DEBUT DU
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de la coupe au printemps. tubercules infectes et dans le sol
HIVER

Fig. 14 : Schéma du cycle de développement de Fusarium sambucinum, agent pathogene

responsable de la pourriture seche (WWharton et al., 2007).

2.4. Stratégies d’intervention

La gestion de la pourriture seéche de la pomme de terre repose sur une approche intégrée
combinant plusieurs leviers. Ces stratégies incluent le choix de semences saines, la sélection
de variétés résistantes, des pratiques culturales adaptées, ainsi que des mesures de récolte,

stockage et traitement (Marburger et a/., 2015 ; CIP, 2023).

2.4.1. Choix des semences et sélection de variétés résistantes

Les semences contaminées représentent une source majeure d’inoculum. L’utilisation de
semences certifiées permet de réduire ce risque (Leiva-Mora et a/., 2021). La résistance
variétale constitue également une stratégie importante, mais la majorité des cultivars restent
sensibles a F sambucinum. Cette résistance varie selon les souches impliquées, les
caractéristiques génétiques des variétés, ainsi que les conditions environnementales et de

stockage (Du et a/., 2012 ; Xue et al., 2014).
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2.4.2. Santé du sol et rotation culturale

Un sol bien drainé et enrichi en matiére organique favorise la croissance des plants et
limite le développement des maladies (\Wharton et al., 2007). Le compost améliore la
structure et la fertilité du sol tout en stimulant la biodiversité microbienne bénéfique.
La rotation des cultures, bien que bénéfique pour d’autres pathogeénes telluriques, reste
d’efficacité limitée contre Fusarium, en raison de sa large gamme d’hétes et de sa
persistance dans le sol (Celetti et Johnston, 1989a, b). Cependant, elle contribue a réduire
la pression globale des maladies et a améliorer la santé des sols (Theron et al., 2023 ; Yin
et al., 2025).

2.4.3. Récolte et stockage

Les blessures mécaniques créées lors de la récolte favorisent I’infection (Wharton et a/.,
2007). Une récolte a maturité, avec une peau bien développée, réduit la sensibilité a la
pourriture seche, les tubercules immatures étant plus vulnérables (Tiwari et a/., 2023).
Apres récolte, une phase de cicatrisation a 13—18 °C et 80-93 % d’humidité est nécessaire
avant le stockage a basse température (2—5 °C selon 1’'usage). Une bonne ventilation permet
de limiter I’accumulation de chaleur et de CO:. qui favorisent le développement du

champignon (Arora et Sharma, 2014 ; Pinhero et a/., 2009).

2.4.4. Mesures de traitement :

La désinfection des locaux d’entreposage (soufre, permanganate de potassium, dioxyde
de chlore) et le traitement précoce des tubercules peuvent limiter la propagation de Fusarium
(Wale et al., 2008 ; Xue et al., 2023).

2.4.4.1.Lutte biologique :

Des microorganismes antagonistes tels que Bacillus subtilis et Trichoderma harzianum
ont montré leur efficacité (Sadfi et al., 2002 ; Wharton et al., 2014 ; Xue et al., 2023). Des

formulations commerciales a base de Pseudomonas sont également utilisées (Li et al., 2022).

2.4.4.2.Lutte chimique :

Les fongicides comme le thiabendazole (TBZ), le fludioxonil ou le difénoconazole sont

utilisés contre la pourriture seche (\Wharton et al., 2007 ; Liet al., 2022). Toutefois, I'usage



Chapitre I : SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE 28

répété favorise I’émergence de résistances, notamment chez F. sambucinum (Gachango et
al., 2012).

2.4.4.3.Alternatives aux fongicides :
Face aux limites posées par la résistance aux fongicides chimiques, plusieurs alternatives

naturelles ou innovantes ont été étudiées pour limiter la pourriture séche.

2.4.4.4.Huiles essentielles et extraits végétaux :

Certaines huiles comme celles d’Allium sativum (ail) réduisent significativement la
gravité de la maladie (Bang, 2007). Les vapeurs de cinéole et de menthol limitent I’infection
des tubercules (\Vaughn et Spencer, 1994). Les huiles de thym, d’origan et de marjolaine
inhibent la croissance mycélienne de Fusarium (Daferera et al., 2003), tandis que celles de
palmarosa et de clou de girofle réduisent également la production de mycotoxines (\Velluti
et al., 2004). Des extraits de pelures de grenade (Elsherbiny et al., 2016) et d’algues brunes

(Sargassum vulgare) (Ammar et al., 2018) ont aussi montré un effet inhibiteur notable.

2.4.4.4.1. Substances bioactives :

Le thymol et le cinnamaldehyde exercent une forte activité antifongique en inhibant la
germination des spores et le développement du mycélium (Liu et al., 2022 ; Wei et al., 2020).
Le chitosane, biopolymére naturel, limite non seulement la croissance de Fusarium mais
réduit aussi les pertes physiologiques et peut étre intégré dans des films antimicrobiens pour

proteger les tubercules (Romanazzi et al., 2017 ; Raigond et al., 2019 ; Hay et al., 2019).

2.4.4.4.2. Nanotechnologies et solutions alternatives :

Les nanoparticules d’argent (AgNPs) ont démontré une action fongicide efficace par
perturbation des membranes cellulaires de Fusarium (Tiwari et al., 2023). Par ailleurs, des
sels inorganiques considérés comme sdrs (GRAS), tels que le chlorure et le sulfate
d’aluminium ou le silicate de sodium, se sont révélés efficaces pour limiter la progression

de la maladie (Kolaei et al., 2013 ; Liet al., 2009).
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3.  Fusarium et ses mycotoxines
3.1. Généralités sur Fusarium

Fusarium est un champignon filamenteux de la classe des Sordariomycetes (ordre :
Hypocreales ; famille : Nectriaceae) qui cause des maladies dans la quasi-totalité des plantes
cultivées (Wang et a/., 2022 ; Ajmal et a/., 2022). Ce genre de pathogénes affecte 81 des 101
plantes les plus importantes économiquement (Pavlovic et a/., 2016) et figure parmi les dix
groupes de champignons phytopathogenes les plus significatifs au monde (Kolawole et al.,
2021). Les maladies causées par Fusarium incluent la pourriture des racines, la pourriture
des tiges, le flétrissement, ainsi que diverses affections des fruits, des graines et des feuilles
(Wang et al., 2022 ; Leslie et Summerell, 2006). La virulence de ces pathogénes est attribué¢e
a des genes spécifiques ou a des ensembles de genes, notamment ceux impliqués dans la
production de toxines spécifiques a 1’hote (Pavlovic et al., 2016 ; Ma et al., 2013). Ces
maladies entrainent des pertes €conomiques considérables, cotitant plusieurs milliards

d’euros chaque année a 1’agriculture mondiale (O’ Donnell et a/., 2015).

3.2. Ecologie de Fusarium

3.2.1. La présence dans le sol et les stratégies d'infection

Les especes de Fusarium sont largement répandues dans le sol ou elles adoptent differents
modes de vie : parasites des plantes, endophytes associés aux tissus veégétaux ou encore
saprophytes capables de survivre sur les débris de culture (Torbati et al., 2021 ; Leslie et
Summerell, 2006). Leur persistance repose sur la formation de spores et de mycélium
dormants, qui assurent la survie du champignon durant des périodes défavorables comme
I’hiver (Arora et Sharma, 2014). Ces structures constituent un réservoir d’inoculum, capable
de réinfecter les cultures au printemps.

Classées parmi les hémibiotrophes, les espéces de Fusarium infectent les plantes par les
racines ou les parties aériennes, en utilisant I’eau, 1’air ou les blessures mécaniques comme
voies d’entrée (Dusengemungu, 2021). Leur capacité a persister dans I’environnement et a
initier de nouvelles infections dépend a la fois de leurs mécanismes propres et des conditions

biotiques et abiotiques qui les entourent.

3.2.2. Les facteurs environnementaux et biologiques affectant le développement et la
virulence de Fusarium
Le développement de Fusarium et la production de mycotoxines sont modulés par une

combinaison de facteurs environnementaux, biologiques et agronomiques.
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3.2.2.1. Facteurs environnementaux

e La température : chaque espéce présente une plage optimale. F. graminearum et F.
avenaceum croissent mieux entre 28-29 °C, tandis que F. culmorum atteint son
optimum a 26,5 °C. La production de DON culmine autour de 25 °C (Hope et al.,
2005 ; Dossa et al., 2019). De méme, F. langsethiae produit davantage de toxines T-2
et HT-2 entre 20-30 °C (Medina et Magan, 2011).

¢ L’humidité et activité hydrique : une forte humidité relative et une activité hydrique
¢levée favorisent la synthése de mycotoxines, notamment chez F
verticillioides et F. graminearum. L’augmentation du CO: liée au changement
climatique accentue encore cette dynamique (Mshelia et a/., 2020).

e Le pH du sol : les sols acides aggravent les infections. Par exemple, F. graminearum
infecte davantage a pH 5 qu’a 6, et . oxysporum f. sp. fragariae est plus virulent a pH
5,2 qu’a 7,5. A I'inverse, un pH élevé constitue un levier de gestion efficace (Cruz et
al., 2020).

e La disponibilité des nutriments : les proprié¢tés chimiques du sol influencent
fortement la dynamique des populations. Une forte teneur en fer assimilable accroit
I’incidence de la fusariose du bananier, tandis que des sols riches en phosphore et a

pH élevé sont associé€s a une moindre pression infectieuse (Yan et a/., 2023).

3.2.2.2. Facteurs biotiques

e Lasensibilité des plantes : I’absence de résistance génétique accroit la vulnérabilité de
certaines cultures comme le blé, le mais ou 'orge (Walter et al., 2010). Les mécanismes de
défense végétaux (phytoalexines, protéines PR) jouent un rdle dans la modulation de
I’infection (Kazan et Gardiner, 2018).

e Les interactions microbiennes : des bactéries comme Pseudomonas fluorescens et
Bacillus subtilis sécretent des composés antifongiques qui inhibent Fusarium, tandis que
Trichoderma spp. agit par mycoparasitisme (Harman et al., 2004 ; Compant et al., 2005).

e Les insectes vecteurs : certains insectes foreurs, comme la pyrale du mais (Ostrinia
nubilalis), créent des blessures favorisant ’entrée de F. verticillioides et la production de
fumonisines (Munkvold et al., 1997 ; Summerell et al., 2003).

o Les pratiques agricoles : la monoculture et I’irrigation excessive augmentent la
pression infectieuse en favorisant la germination des spores et ’accumulation d’inoculum

dans le sol (Ferrigo et al., 2016).
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3.3. Modes de reproduction et propagation

Les espéces de Fusarium assurent leur propagation grace a différentes structures de
reproduction. La majorité d’entre elles se multiplient de manicre asexuée par la formation
de microconidies, produites dans presque toutes les conditions environnementales, et de
macroconidies, souvent observées sur les tissus infectés (Ajmal et al., 2022). Elles génerent
également des chlamydospores, a paroi épaisse, issues de macroconidies ou de mycélium
agé. Ces dernicres, capables de persister dans le sol jusqu’a 20 ans, constituent une source
majeure d’inoculum (Palmero et al., 2014 ; Pavlovic¢ et al., 2016). Certaines especes forment
aussi des sclérotes, structures spécialisées qui renforcent leur capacité de survie (Leslie et
Summerell, 2006). Si plus de 80 % des espéces de Fusarium reposent sur cette reproduction
asexuée, moins de 20 % disposent d’un cycle sexué documenté. Celui-ci peut impliquer
I’autofécondation ou la reproduction croisée, avec formation de spores méiotiques ou

mitotiques (Fig.15) (Leslie et Summerell, 2006 ; Rana et al., 2017).

Sporulation asexuée Sporulation sexuée
(mitotique) (méiotique)
Fécondation par
une souche de type
sexuel opposé

Allogamie: especes
hétérothalliques
Microconidies et homothalliques
produites a partir
de conidiophores
mycéliens

Fol, Fs, Fv Ascospores

Périthéce croisé avec I "
recombinantes

asques et ascospores [
Macronidies /

ites a i Caryogamie
produites a parti Ml Mycélium haploide ryog
de sporodochium melose

Fg, Fol, Fp, Fs, Fv

A
Périthéce autofécondé 1| Ascospores
avec asques et ascospores| | clonales

|

Chlamydospores

& produites sur et
- ?; dans les hyphes et Autofécondation
= les macroconidies apomictique :
A P que :
Fg, Fol, Fp, Fs restreinte aux espéces

homothalliques

Fig. 15 : Cycle de vie généralisé de Fusarium illustrant différentes stratégies de reproduction.
Abréviation : Fg, F. graminearum ; Fol, F oxysporum f. sp. lycopersici; Fp, F.
pseudograminearum, Fs, F. solani f. sp. pisi, Fv, F verticillioides ), dont moins de 20 % ont un

cycle sexuel connu qui implique [’ autofécondité ou le croisement (Rana et al., 2017).

3.4. Taxonomie et identification moléculaire du genre Fusarium

Le genre Fusarium occupe une place particuliere en mycologie en raison de sa taxonomie
longtemps controversée. Introduit par Link en 1809, il a connu de nombreux remaniements,

marqués notamment par 1’ajout de nouvelles especes dans les années 1990 et la publication
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du Fusarium Laboratory Manual (2006) (Babadoost, 2018). Depuis 2013, les révisions du
Code international de nomenclature des champignons ont officialisé Fusarium comme nom
unique pour toutes les espéces, rendant obsolétes les appellations téléomorphes historiques
telles que Gibberella (Wang et al., 2022).

Aujourd’hui, le genre regroupe pres de 300 espéces distinctes sur le plan phylogénétique
(Geiser et al., 2013). Cependant, des divergences persistent quant a ses limites
taxonomiques. Plusieurs auteurs ont proposé de scinder Fusarium sensu lato en genres
apparentés comme Albonectria, Bisifusarium, Neocosmospora ou Rectifusarium (Gréafenhan
et al., 2011 ; Nalim et al., 2011 ; Schroers et al., 2011 ; Lombard et al., 2015 ; Crous et al.,
2021 ; Wang et al., 2022).

Traditionnellement, 1’identification reposait sur des criteres morphologiques tels que la
forme et la taille des macroconidies, la présence de microconidies et de chlamydospores,
ainsi que la structure des conidiophores (Leslie et Summerell, 2006). L’aspect des colonies,
notamment la pigmentation et le type de mycélium aérien, constituait également des
élements clés. Toutefois, cette approche reste limitée, en raison de la variabilité
phénotypique en culture, de descriptions parfois imprécises et d’une nomenclature historique

confuse (Wang et al., 2022).

3.5. Méthodes moléculaires d'identification des espéces de Fusarium

L'identification des especes de Fusarium s'appuie désormais sur des approches
moléculaires, qui permettent une classification plus précise et fiable. La méthode standard
consiste a sequencer un ou plusieurs génes, tels que :

e Le facteur d’¢élongation 1-alpha (EF-1a) : Ce géne est couramment utilisé en raison
de son niveau élevé de polymorphisme entre les especes et de sa facilité
d’amplification, ce qui en fait le marqueur de choix pour une identification a locus
unique (Geiser et al., 2013).

e Les sous-unités de I’ARN polymérase (RPB1 et RPB2) : Bien qu'elles soient plus
difficiles a amplifier, ces régions sont moins ambigués que EF-1a et permettent une
meilleure différenciation des espéces proches (O’ Donnell et al., 2013).

e Autres marqueurs : La béta-tubuline (TUB), la calmoduline (CaM), les histones (his),
et ’ATP citrate lyase (acll) sont parfois utilisés en complément pour résoudre des
complexes d'espéces spécifiques, avec des niveaux de résolution variables selon les
cas (Crous et al., 2021 ; Sandoval-Denis et al., 2018).
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Par ailleurs, la région ITS, bien que trés conservée chez Fusarium, n'est pas suffisamment
discriminante pour identifier précisément les espéces. Elle est davantage utilisée pour
positionner des isolats au sein de complexes d’espéces (O’ Donnell et al., 2015).

Les séquences obtenues a partir des loci ciblés peuvent étre utilisées pour des recherches
BLAST dans des bases de données spécialisées telles que :

e Fusarium MLST, (http://www.westerdijkinstitute.nl/Fusarium/);

e Fusarium-ID, (http://isolate.fusariumdb.org);

e GenBank-NCBI. (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

Ces bases de données permettent de télécharger des séquences de référence et d’effectuer
des analyses phylogénétiques pour obtenir une identification précise au niveau de I’espéce
Les listes d’amorces et les protocoles PCR pour amplifier et séquencer ces régions sont

largement disponibles dans la littérature scientifique (Torbati et al., 2021).

3.6. Les complexes d’espéces au sein du genre Fusarium

Les études phylogénétiques récentes ont permis de regrouper les especes de Fusarium en 16
a 23 complexes distincts, correspondant a des lignées génétiques cohérentes mais
difficilement séparables sur la seule base morphologique (Summerell, 2019 ; Xia et al., 2019
; Laraba et a/., 2021 ; Senatore et a/., 2021 ; Yilmaz et a/., 2021). Ces complexes constituent
aujourd’hui la base de la classification et de 1’é¢tude de la diversité intra-genre, permettant

une identification plus fine et plus fiable (Torbati et a/., 2021).


http://www.westerdijkinstitute.nl/Fusarium/
http://isolate.fusariumdb.org/
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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4. Généralités sur les mycotoxines

Les mycotoxines sont des métabolites secondaires produits principalement par des
champignons des genres Aspergillus, Penicillium et Fusarium. Elles présentent une grande
diversité de structures chimiques (polycétoacides, terpénes, cyclopeptides, métabolites
azotés) et d’effets toxiques (AFSSA, 2009).

Une méme espéce peut produire plusieurs toxines, tandis qu’une méme mycotoxine peut
étre synthétisée par différents champignons, favorisant la multi-contamination. Les
interactions entre mycotoxines (antagonistes, additives ou synergiques) compliquent encore
leur évaluation toxicologique (AFSSA, 2009). Leur production varie selon I’espece, les
conditions écologiques et la stabilité des toxines dans les matrices alimentaires (Magan et
Aldred, 2007).

Les principales toxines préoccupantes incluent les aflatoxines, 1’ochratoxine A (OTA), la
patuline, les fumonisines, la zéaralénone et les trichothéceénes (DON, toxine T-2). D’autres,
comme la stérigmatocystine, la fusarine et les alcaloides de 1’ergot de seigle, ainsi que des
toxines émergentes telles que les enniatines et la beauvéricine, suscitent également un intérét
croissant.

Elles contaminent surtout les céréales, noix, fruits, cacao, café, vin et épices, mais aussi
les produits animaux (viande, lait, ceufs) via I’alimentation du bétail (Smith et a/., 2016 ;
Munkvold, 2017). Leur stabilité thermique accroit le risque d’exposition humaine. Certaines
présentent des effets cancérogeénes, mutagenes, tératogeénes, cestrogéniques, neurotoxiques,
néphrotoxiques ou immunosuppresseurs (Richard, 2007). L’intoxication peut étre aigué ou
chronique, favorisant a long terme des pathologies graves telles que le cancer du foie ou les
troubles rénaux (Alshannaq et Yu, 2017).

La contamination alimentaire par les mycotoxines constitue ainsi un enjeu majeur de
santé publique, aggravé par les changements climatiques qui influencent leur production et

compliquent leur maitrise (Kolawole et a/., 2021).

4.1. Les fusariotoxines

Le genre Fusarium est ’'un des principaux producteurs de mycotoxines, avec un impact majeur
en agriculture et en santé publique (Aoki et al., 2014). Les toxines les plus étudi¢es sont les
trichothécénes, les fumonisines, la zéaralénone et, plus récemment, les enniatines et la beauvéricine

(da Rocha et al., 2014 ; O’Donnell et al., 2015 ; Munkvold, 2017 ; Janssen et al., 2019).
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4.1.1. Les trichothécénes

Les trichothécénes (TCTs) constituent une large famille de plus de 200 métabolites
secondaires produits principalement par des especes de Fusarium, mais également par
d’autres genres tels que Trichothecium et Stachybotrys (Sweeney et Dobson, 1999 ; Smith
et al., 2016). Chimiquement, ce sont des sesquiterpenes tricycliques définis par un cycle
12,13-époxy-trichothéque-9-éne. lls sont classés en quatre grands groupes selon leur
structure : Type A : absence de cétone en C-8 (ex. toxine T-2, DAS), Type B : présence
d’une cétone en C-8 (ex. déoxynivalénol [DON], nivalénol [NI1V]), Type C : présence d’un
époxyde supplémentaire en C-7/8 (ex. crotocine), Type D : présence d’un macrocycle entre
C-4 et C-15 (ex. verrucarines, satratoxines) (Fig.16) (Sweeney et Dobson, 1999 ; Oswald et
al.,2024).

Parmi ces toxines, seules le déoxynivalénol (DON), la toxine T-2 et son metabolite HT-
2 font ’objet d’une réglementation dans 1’alimentation humaine et animale, conformément
aux réglements (UE) 2024/1022 et 2024/1038.

Ces toxines se distinguent par leur stabilité : elles résistent aux traitements thermiques
usuels (jusqu’a 118 °C) et aux procédés industriels (Smith et al., 2016), ce qui favorise leur
persistance dans la chaine alimentaire. Leur toxicité est multiple : immunosuppression,
génotoxicité et teratogénicite. Chez les animaux, elles entrainent des troubles digestifs, un
retard de croissance, une baisse de fertilité et une sensibilité accrue aux infections (Smith et
al., 2016).
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Mycotoxine / nom abrégé R, R, R; R4
TCTA
Toxine HT2 / HT2 OH OH ©OAc  OCOCH,CH(CH,),
Toxine T2/ T2 OH OAc OAc OCOCH,CH(CHj),
Monoacétoxyscirpénol / MAS OH OH OAc H
Diacétoxyscirpénol / DAS OH OAc OAc H
TCTB
Déoxynivalénol / DON OH H OH
3 acétyl-déoxynivalénol / 3ADON OAc H OH
15 acétyl-déoxynivalénol / 15SADON OH H OAc
Nivalénol / NIV OH OH OH
Fusarénone X (ou 4 acétyl-nivalénol) / FX OH OAc OH

Fig. 16 : Structure chimique des principaux trichothécenes de types A et B (Oswald et
al.,2024).

4.1.2. Les fumonisines

Les fumonisines constituent une famille d’au moins 28 mycotoxines produites
principalement par Fusarium verticillioides et Fusarium proliferatum, mais également par
d’autres espéces telles que F. anthophilum, F. dlamini, Alternaria alternata et Aspergillus
niger (Sweeney et Dobson, 1999 ; Rheeder et al., 2002 ; Lahouar et al., 2018).

Sur le plan chimique, elles présentent un squelette lineaire de 18 a 20 carbones, composé
d’un pentahydroxyicosane avec un groupe amino primaire, estérifi¢ en C-20 par I’acide
propane-1,2,3-tricarboxylique. Elles sont classées en quatre séries (A, B, C et P) selon leurs
substitutions structurales et leur activité biologique (Fig.17) (Munkvold, 2017 ; Oswald et
al., 2024). La série B regroupe les analogues les plus fréquents et les plus toxiques, dont les
fumonisines B1, B2, B3 et B4. Parmi elles, la fumonisine B1 (FB1) domine largement,
représentant 70 a 80 % des fumonisines naturelles, et constitue la plus préoccupante en raison
de sa toxicité élevée (Oswald et al., 2024).

Les fumonisines sont des composés hydrophiles, solubles dans I’eau et thermostables :
elles résistent a des températures de 190 a 220 °C, et leur réduction n’est significative qu’au-
dela de 150 °C lors des procédés de transformation alimentaire (Smith et al., 2016 ; Lulamba
et al., 2019).

Leur toxicité est largement documentée. Chez les animaux, la FB1 provoque des

pathologies graves : la leucoencéphalomalacie équine, le syndrome d’cedéme pulmonaire
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chez le porc, ainsi que des effets hépato- et néphrotoxiques chez le rat (Sweeney et Dobson,
1999). Chez I’homme, la consommation d’aliments contaminés est corrélée a une incidence
accrue de cancers de 1’cesophage et du foie dans certaines zones endémiques. La FB1 est
classée cancérogeéne possible pour I’homme (groupe 2B) par le Centre International de

Recherche sur le Cancer (CIRC) (Lahouar et al., 2018).

Fumonisines

COOH
HOOC
o~ "0 R, OH
: R
CHy O _CHs Ry Ry Ry
HOOC
COOH

Classes de R, R, R, R, Rs
fumonisinines

Fumonisine B1 (FB1) OH OH H NH, CH,
Fumonisine B2 (FB2) H OH H NH, CH,
Fumonisine B3 (FB3) OH H H NH, CH,
Fumonisine B4 (FB4) H H H NH,, CH,4
Fumonisine B5 (FB5) H OH OH NH,, CH,4
Fumonisine A1 (FA1) OH OH H NHCOCH, CH,
Fumonisine A2 (FA2) H OH H NHCOCH, CH,4
Fumonisine A3 (FA3) OH H H NHCOCH, CH;
Fumonisine A4 (FA4) H H H NHCOCH, CH;
Fumonisine C1 (FC1) OH OH H NH, H
Fumonisine C2 (FC2) H OH H NH,, H
Fumonisine C3 (FC3) OH H H NH,, H
Fumonisine C4 (FC4) H H H NH,, H
Fumonisine P1 (FP1) OH OH H 3-HP* H
Fumonisine P2 (FP2) H OH H 3-HP H
Fumonisine P3 (FP3) OH H H 3-HP H

Fig. 17 : Structure chimique des Principales classes de fumonisine (3 HP* : 3-
hydroxypyridium) (Oswald et al.,2024).
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4.1.3. La zéaralénone

La zéaralénone est une lactone de I’acide résorcylique (Fig.18), produite principalement
par Fusarium graminearum, F. culmorum et F. equiseti, mais également par F. cerealis, F.
incarnatum, F. pseudograminearum, F. sporotrichioides et F. verticillioides (AFSSA, 2009
: Smith et al., 2016). Plusieurs de ces espéces produisent simultanément des trichothécénes
(DON, NIV), soulevant la question d’effets additifs ou synergiques dans les mycotoxicoses
humaines et animales (Munkvold, 2017).

Sur le plan physico-chimique, la ZEA est Iégérement soluble dans I’eau et dans 1’hexane,
mais sa solubilité augmente dans les solvants polaires comme le méthanol, 1’éthanol,
’acétonitrile ou le chloroforme (Lulamba et al., 2019).

La ZEA est connue pour ses propriétés cestrogéniques, car elle se fixe aux récepteurs des
cestrogenes, entrainant divers désordres endocriniens. Chez les animaux d’élevage, elle
provoque des troubles de la reproduction : baisse de la fertilite, réduction de la production
de spermatozoides et perturbation du cycle ovarien (Lahouar et al., 2018). Chez I’homme,
une exposition prolongée peut également affecter les niveaux hormonaux. En plus de ses
effets endocriniens, la ZEA présente des propriétés hépatotoxiques, hématotoxiques,
immunotoxiques et génotoxiques, notamment via 1’induction de micronoyaux (Lahouar et
al., 2018).

Le CIRC I’a classée dans le groupe 3 (non classable quant a sa cancérogénicité pour
I’homme), mais ses perturbations endocriniennes et ses effets combinés avec d’autres
mycotoxines en font un contaminant préoccupant pour la sécurité alimentaire.

OH o

HO

ZEN

Fig. 18 : Structure chimique de zéaralénone (Oswald et al.,2024).

4.1.4. Les Mycotoxines Emergentes : cas des Enniatines et Beauvéricine
Les mycotoxines dites « émergentes » regroupent des métabolites récemment identifiés
ou moins étudiés, mais d’importance croissante en raison de leur présence récurrente dans
les denrées alimentaires. Parmi elles, les enniatines (ENNS) et la beauvéricine (BEA) sont

des cyclodépsipeptides produits par différentes espéces de Fusarium ainsi que par Beauveria
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bassiana (Smith et al., 2016 ; Urbaniak et al., 2019). Ces molécules sont constituées d’unités
alternant acides aminés N-méthylés et acides hydroxyisovalériques, formant une structure
cyclique caractéristique (Fig.19) (Wu et al.,2018). Les enniatines se déclinent en plusieurs
analogues, dont les plus fréquents sont ENN A, Al, B, B1 et B4, retrouvés dans les céréales
et fourrages. La beauvéricine se distingue par la présence exclusive de N-méthyl-
phénylalanine comme résidu aminoacide (Xu et al., 2007).

Sur le plan toxicologique, les ENNs et la BEA présentent des effets cytotoxiques marqués
sur des cellules humaines et animales : induction de I’apoptose, fragmentation de I’ADN,
inhibition de la migration cellulaire (Urbaniak et al., 2020 ; Stepien et al., 2020). Leur
activité biologique repose sur leur role d’ionophores : ils perturbent le transport membranaire
des ions K+, Na+, Ca2+ et Mg2+, ce qui entraine une perte d’homéostasie cellulaire
(Urbaniak et al., 2020).

La BEA se distingue par une forte cytotoxicité sur diverses lignées cancéreuses humaines
et par son action comme inhibiteur d’acyltransférase du cholestérol. Elle montre également
une activité antifongique et antibiotique modérée, potentialisée en association avec certains
antifongiques comme le kétoconazole (Stepicn et al., 2020). Les ENNs et la BEA possedent
aussi une activité antiparasitaire, inhibant Mycobacterium tuberculosis et Plasmodium
falciparum (Urbaniak et al., 2020).

Bien gue non encore réglementées, leur détection fréquente dans les denrées alimentaires
et leur potentiel toxique en font des contaminants émergents nécessitant une surveillance

accrue.

Mycotoxin R, R» R; Ry Rs
BEA \Y v v -CH; -CH;
ENN A 111 II 111 -CH; -CH;
ENN Al 1 I 111 -CH; -CHj;
ENN B | I | -CH; -CH;
ENN BI I | 111 -CHj; CH;
ENN B2 | | | -H -CH;

ENN B3 I I | -H -H
ENN B4 1 | 11 -CH; -CHj;

Fig. 19 : La structure chimique de la beauvéricine (BEA) et des enniatines (ENNs) (Wu et
al.,2018).
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4.2. Les outils de détection et de dosage des mycotoxines

Au cours des deux derniéres décennies, les méthodes d’analyse des mycotoxines ont
connu un développement considérable. Elles se répartissent en techniques de criblage rapide
(ELISA, CCM) et en méthodes quantitatives de référence (HPLC, GC, LC-MS/MS). Ces
derniéres, plus précises, reposent sur des étapes préalables d’extraction et de purification
afin de limiter les interférences, et s’appuient sur des détecteurs spécifiques tels que la

fluorimétrie ou la spectrométrie de masse (Huybrechts et al., 2013).

4.2.1. L’ELISA

La technique immuno-enzymatique ELISA est largement utilisée pour le dépistage de
mycotoxines comme I’ochratoxine A, les trichothécenes, la zéaralénone ou la fumonisine
B1. Elle présente I’avantage d’étre rapide, pratique et peu cotteuse. Néanmoins, elle souffre
de certaines limites : risques d’interférences liés a la matrice ou a des composés
structurellement proches, pouvant entrainer des faux positifs, et une moindre précision aux
faibles concentrations (Tangni et al., 2011). Pour les concentrations élevées, une
confirmation par chromatographie est généralement nécessaire (Zheng et al., 2023), les

limites de détection restant relativement hautes (Milicevic et al., 2009).

4.2.2. La chromatographie sur couche mince (CCM)
La CCM constitue une méthode simple et économique, adaptée au criblage qualitatif ou
semi-quantitatif de nombreux échantillons. Bien qu’elle ait été utilisée pour la détection de
mycotoxines dans les céréales (Omurtag et Yazicioglu, 2001), elle reste moins sensible et

moins précise que les chromatographies liquide ou gazeuse (Krska et Josephs, 2001).

4.2.3. La chromatographie gazeuse (GC)

La chromatographie en phase gazeuse, associée a des détecteurs comme 1’ionisation de
flamme (FID), la capture d’¢lectrons (ECD) ou la spectrométrie de masse (MS), est
particulierement adaptée a la quantification des trichothécénes dans les céréales. Toutefois,
la plupart des mycotoxines n’étant pas volatiles, une étape de dérivation est nécessaire avant

analyse (Langseth et Rundberget, 1998).

4.2.4. La chromatographie liquide haute performance (HPLC)
La HPLC est une méthode de référence, utilisée avec des détecteurs UV, a barrette de

diodes ou a fluorescence. Elle permet d’atteindre des limites de détection tres faibles (jusqu’a
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10 ng/kg), surtout lorsqu’elle est couplée a une purification préalable par colonnes

d’immunoaffinité (Spanjer et al., 2008 ; Monbaliu et al., 2010).

4.2.5. La chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse (LC-MS/MS)
La LC-MS/MS représente aujourd’hui la technique la plus performante pour 1’analyse
des mycotoxines. Elle se distingue par une sensibilité et une sélectivité élevée, permettant la
détection simultanée de plusieurs mycotoxines et de leurs métabolites dans un méme
échantillon, avec des limites de détection extrémement basses (Sulyok et al., 2006, 2007 ;
Berthiller et al.,, 2009 ; Habler et al., 2016). Elle offre également une préparation

d’échantillons simplifiée et constitue 1’outil de choix dans les laboratoires spécialisés.

4.2.6. Les innovations récentes

Les approches innovantes incluent les biosenseurs, utilisant des anticorps ou des
nanomatériaux, qui combinent rapidité, codt réduit et portabilité (Gong et al., 2023).
Parallelement, la spectroscopie infrarouge se révele prometteuse pour des analyses rapides
et non destructives, méme si des validations supplémentaires sont nécessaires selon les

matrices alimentaires (Shen et al., 2022).

4.3. Réglementations sur les Fusariotoxines

Les réglementations sur les mycotoxines évoluent continuellement pour mieux contréler
leur présence dans les denrées alimentaires et les aliments pour animaux. Une gestion
rigoureuse de ces contaminants permet de réduire les risques sanitaires et d'améliorer 1'acces
aux marchés internationaux. Etant donné I’impossibilité d’éliminer totalement les
mycotoxines, des seuils réglementaires stricts sont établis pour garantir la sécurité
alimentaire. Parmi ces toxines, les fusariotoxines, font I’objet d’une surveillance particulicere
en raison de leurs effets nocifs sur la santé humaine et animale. Toutefois, les normes varient
d’un pays a 'autre, rendant I’harmonisation internationale essentielle pour protéger les
consommateurs et faciliter le commerce (annexe 2). Malgré les avancées réglementaires
observées dans les pays développés, la gestion des mycotoxines demeure un défi majeur en
Afrique. Le manque de financements et 1’absence de politiques prioritaires dans de
nombreux pays entravent la mise en place de stratégies efficaces pour limiter la
contamination des denrées alimentaires. Chaque année, le continent subit des pertes
¢conomiques considérables, estimées a plusieurs millions de dollars, en raison des

restrictions commerciales imposées sur les produits agricoles contaminés par les
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mycotoxines (Kebede et a/., 2020). Au-dela des conséquences économiques, 1’exposition
chronique des populations a ces substances toxiques constitue un risque sanitaire
préoccupant, encore largement sous-estimé. En Algérie, comme dans la plupart des pays
africains, la réglementation en matiére de mycotoxines reste trés limitée. Actuellement,
seules les aflatoxines font 1’objet d’un encadrement réglementaire, bien que d’autres
mycotoxines soient présentes dans la région. L’Arrété du 11 octobre 2006 impose une
méthode de dosage obligatoire pour I’aflatoxine B1 ainsi que pour la somme des aflatoxines
B1, B2, G1 et G2 dans les céréales, les fruits a coque et leurs produits dérivés. Les seuils
réglementaires fixés pour 1’Algérie et plusieurs autres pays africains s’élevent a 10 ug/kg
pour I’aflatoxine B1 (AFBI1) et 20 pg/kg pour I’aflatoxine totale (somme de AFB1, AFB2,
AFGI1 et AFG2) (Van Egmond et Jonker., 2004). Les risques liés aux mycotoxines
réglementées sont bien établis par les organismes internationaux. Le Comité mixte
FAO/OMS d’experts des additifs alimentaires (JECFA) a défini des doses journalieres
tolérables (DJT) ou des doses journalieres maximales tolérables provisoires (DJMT
provisoires) pour certaines d’entre elles. Les aflatoxines, classées comme cancérogenes
avérés pour I’homme (Groupe 1 du CIRC), ne disposent pas de seuil d’exposition jugé
totalement str. Il est donc recommandé de maintenir leur présence dans 1’alimentation aussi
basse que raisonnablement possible (CODEX STAN 193-1995). D’autres mycotoxines, bien
que non réglementées en Algérie, présentent également des risques sanitaires notables
(Mahdjoubi et a/., 2020 ; Belasli et «/.,2023). L’ochratoxine A (OTA), reconnue pour ses
effets néphrotoxiques et classée Groupe 2B (potentiellement cancérogeéne pour I’homme
(EFSA.2020). De leur coté, le déoxynivalénol (DON) et la zéaralénone (ZEA), classés dans
le Groupe 3 (non classable quant a leur cancérogénicité), possédent des DJT respectives de

1 et 0,25 pg/kg de poids corporel par jour (EFSA 2011, 2017).
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Chapitre II : MATERIEL ET METHODES

1. Isolement et caractéristiques macro et micro-morphologiques et moléculaire des
isolats appartenant au genre Fusarium

Cette étude vise a identifier les espéces de Fusarium présentes dans des tubercules de
pommes de terre fraiches, avec des symptomes de la pourriture séche, destinées a la
consommation et évaluer le pouvoir toxinogénes des souches isolées.

1.1 Description des zones d’étude

Deux zones stratégiques de production de pommes de terre (Les wilayas de Bouira et Ain
Defla) au nord de I’Algérie ont été sélectionnées pour conduire cette étude. Ces régions,
caractérisées par des conditions climatiques et pédologiques favorables a la culture de la
pomme de terre, offrent un cadre pertinent pour évaluer le potentiel de production de
mycotoxines des especes présentes.

-Bouira : Située dans le nord-est de 1'Algérie, bénéficie d'un climat méditerranéen avec
des précipitations annuelles moyennes de 403,8 mm/an et une température moyenne
annuelle del4,4 °C. En 2019, la production totale de pommes de terre a Bouira a atteint 2
104 192 quintaux (Ministere de I"Agriculture et du Développement Rural, Série B, 2019).

-Ain Defla : Située a I'ouest d'Alger, possede un climat semi-aride avec des précipitations
annuelles moyennes de 478.5 mm, et la température moyenne annuelle de 18.75°C. En 2019,
la production annuelle a atteint 6 062 127 quintaux, contribuant de maniere significative a
I’approvisionnement national (Ministere de I'Agriculture et du Développement Rural, Série
B, 2019).

1.2. Matériel végétal

L’étude a été réalisée sur des tubercules de la variété Spunta, I’une des variétés de pomme
de terre a peau blanche les plus cultivées en Algérie (ITCMI, 2022). Cette variété est
largement utilisée dans le cadre du programme national de multiplication des semences,
représentant environ 60 % des surfaces cultivées. La Spunta est réputée pour sa vigueur, sa
productivité élevée, et sa tubérisation relativement précoce, produisant de gros tubercules
réguliers. Elle est principalement destinée a la consommation directe en raison de sa faible
teneur en matiere séche (17 %), qui la rend inadaptée a la transformation industrielle (Meijer
et al., 2019).

1.3. Méthodologie d’échantillonnage
Les prélevements ont été effectués au moment de la récolte, durant la saison printanicre

de 2019, dans huit champs de culture d’une superficie comprise entre 14 et 23 hectares. Ces
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champs sont situés dans les wilayas de Bouira et d’Ain Defla (Fig.20). L'échantillonnage a
été réalisé en deux périodes, d’abord en mars 2019 correspondant aux échantillons collectés
dans la région de Bouira, n=71, puis deux mois plus tard c-a-d en juin 2019 échantillons

collectés dans la région de Ain defla, n=160.

1]
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La mer méditerranée =
’ Rz
g
=
Algérie
Région et date Sitel Superficie Nombre de
de prélévement du champ tubercules
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Bouira © Souk El Khemis 15 25
Mars 2019 @ Ain Bessem 20 12 e 0
© Sour El Ghozlane 15 21 e
© Bir Ghabalou 14 13
Ain Defla © El Amra 19 52
Juin 2019 O Mekhatria 23 36 Ain Defla
@ Arib 16 40
© Bir Ouled Khelifa 14 33

Fig. 20 : Localisation géographique des régions et des sites d’étude, superficie des

champs, et nombre de tubercules de pommes de terre préleves.

Un schéma d’échantillonnage aléatoire en forme de « Z » a été adopté afin de garantir
une représentativité optimale des prélévements dans chaque champ étudié. Les 8 parcelles
ont été parcourues a pied, permettant une sélection aléatoire des échantillons tout en couvrant
la plus grande surface possible. Ce protocole a assuré une couverture homogene des parcelles
et a minimisé les biais liés a une répartition potentiellement hétérogene des pathogénes. Dans
chaque champ, cing sites d’échantillonnage ont été définis. A chaque site, dix plants de
pomme de terre ont été sélectionnés de manicre aléatoire, conformément au schéma

d’échantillonnage (Fig.21).
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Fig. 21 : Schéma du plan d'échantillonnage.

Au total, 232 tubercules présentant des signes visibles de pourriture seche ont été
identifiés et collectés, conformément aux criteres décrits par Wharton et a/. (2007) et
Gachango et a/. (2012). Les symptdmes observés comprenaient des zones de tissu enfoncé,

une texture ridée, et une coloration variant du brun au noir (Fig. 22)

Fig. 22 : Symptomes caractéristiques de la pourriture seche fusarienne observés sur les

tubercules de pomme de terre sélectionnés.
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Afin de prévenir toute contamination croisée, les tubercules ont ét¢ immédiatement
conditionnés apres prélévement dans des sacs en plastique individuels, identifiés selon leur
origine (champ et région). Le transport vers le Laboratoire de Biologie et des Systémes
Microbiens (LBSM) de Kouba a ¢été effectué¢ dans les meilleurs délais pour procéder a

l'isolement direct des pathogenes.

1.4. Préparation des échantillons de tubercules

Les tubercules présentant des symptomes d’infection ont ét¢€ soigneusement nettoyés sous
eau courante afin d’éliminer les résidus de sol, de réduire la charge en saprophytes et de
limiter la présence de spores de pathogénes secondaires, conformément a la méthode décrite
par Estrada et a/. (2010).

De petites sections de tissus (5 X 5 x 5 mm) ont été prélevées avec précision dans les
zones pourries et les tissus environnants de chaque tubercule. Les échantillons ont été
collectés a différentes positions le long du bord interne de la zone infectée pour garantir une
représentativité optimale. Cette approche a permis de constituer des lots d’échantillons
destinés a la fois a I’analyse mycologique et a la détection des mycotoxines, conformément

aux protocoles de Choiseul et a/. (2007) et Delgado et a/. (2010).

1.5. Isolement de Fusarium et caractérisation morphologique

Pour I’analyse mycologique, cinq sections de tissus par tubercule ont été prélevées de
maniere aléatoire et ont subi une désinfection de surface en immergeant ces piéces dans une
solution de 0,5 % d’hypochlorite de sodium (NaClO) pendant 10 secondes, suivie de deux
rincages a 1’eau distillée stérile. Les échantillons ont ensuite été séchés a 1’aide de papier
absorbant stérile, conformément a la méthode décrite par Estrada et a/. (2010).

Cinq pieces de tissus par tubercule ont été placées sur des boites de Pétri contenant de
I’agar peptone-pentachloronitrobenzéne (PPA), un milieu recommand¢é pour 1’isolement
sélectif du genre Fusarium par Leslie et Summerell (2006). Afin de limiter les
contaminations bactériennes, le milieu PPA a été supplémenté avec 0,1 g/L de streptomycine
et 0,5 g/L de chloramphénicol. Les boites ont été incubées a 25 °C dans ’obscurité pendant
cing jours.

Apres la croissance des champignons sur PPA, les cultures fongiques ont été observées a
I’ceil nu pour sélectionner les colonies présentant des caractéristiques typiques du genre
Fusarium selon les critéres de Leslie et Summerell (2006). Une étape de purification est

réalisée par le transfert d’une seule pointe hyphale prélevée au bord du mycélium d’une
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colonie isolée et suspecte comme Fusarium. Chaque isolat a ensuite été repiqué au centre de
boites de Pétri contenant du PDA (Potato Dextrose Agar), avec une incubation a 25 °C pour

favoriser une croissance homogene (Fig.23).
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Fig. 23 : Etape d’isolement et de purification du Fusarium.

1-Tubercules avec des symptomes FDR ; 2-Préparation des sections du tissu des tubercules infectés ;3- Répartition des sections sur le milieu
PPA ; 4- Les isolats suspectés comme Fusarium aprés 5 jours d’incubation sur milieu PPA a 25°C ;5- Les isolats de Fusarium aprés la premiére

purification sur milieu PDA.



Chapitre II : MATERIEL ET METHODES 50

Pour générer des cultures de monospores, une masse de mycélium bien sporulé de
chaque isolat est collectée a I’aide d’une aiguille stérile et suspendue dans 1ml d’eau stérile
dans un Eppendorf. La suspension est vigoureusement agitée avec un vortex pendant 10 mn
pour séparer les conidies agrégées. La concentration en spores est ajustée par dilutions
successives (107, 102 107 10%). 100 pl de chaque suspension est ensuite répartie sur des
boites de pétri contenant le milieu Water Agar (WA). Apres 24 heures d’incubation a 25 °C,
la germination des spores a été vérifiée quotidiennement sous un microscope pour repérer
les conidies germées. Les germes ont été transférés du milieu WA vers un nouveau milieu
PDA pour favoriser leur croissance, avec une incubation a 25 °C pendant sept jours dans
I’obscurité (Summerell et a/., 2003).

Les caractéristiques macroscopiques des colonies fongiques obtenues sur PDA ont été
examinées conformément aux descriptions de Leslie et Summerell (2006): la morphologie
de la colonie présentant diverses textures (duveteuse, floconneuse, ou cotonneuse), la
coloration différentielle entre la surface et le revers de la boite de culture, la présence
potentielle d'exsudats mycéliens sous forme de gouttelettes, ainsi que la capacité a produire
des pigments solubles diffusant dans le milieu de croissance. Pour la production et
I’observation des structures reproductrices spécifiques du genre Fusarium, tous les isolats
ont été cultivés sur un milieu Spezieller Nahrstoffarmer Agar (SNA annaxel), recommandé
par Leslie et Summerell (2006). Apres 7 a 14 jours d’incubation, les cultures sur SNA ont
¢té examinées pour leurs caractéristiques microscopiques, notamment les conidies et
conidiophores, a I’aide d’un microscope optique (grossissement x40). Pour chaque
observation, un échantillon composé d’un fragment de mycélium prélevé a la périphérie de
la colonie a été recueilli a ’aide d’une anse stérile, puis déposé sur une lame contenant une
goutte de bleu de lactophénol. Cette analyse a permis une identification préliminaire des
isolats au niveau du genre, conformément aux critéres établis par Leslie et Summerell
(2006) ; Crous et al.,2021 et la norme ANSES LSV _MHO0316 Va.

Les souches de Fusarium confirmées ont été conservées a 4 °C sur gélose PDA, dans des

tubes a essai, jusqu’a leur utilisation pour les analyses des mycotoxines.
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1.6. Identification moléculaire
1.6.1. Extraction de ’ADN génomique

L’ADN génomique de 28 souches de Fusarium (sélectionnees sur la base des profils de
mycotoxines obtenus) a été extrait a partir de cultures jeunes de Fusarium cultivés sur milieu
PDA. Le protocole employé est basé sur la méthode décrite par Liu et al. (2000). La
biomasse a été prélevée a 1’aide d’un cure-dent stérile puis transférée aseptiquement dans un
tube Eppendorf stérile de 1,5ml. A cette biomasse, 500 pl d’une solution de lyse (voir
Annexe) sont ensuite ajoutés. Le mycélium est ensuite broyé minutiecusement a I’aide de
cones stériles, puis I’échantillon est incubé a température ambiante pendant 15 minutes. A
la suite de cette incubation, 150 pl d’une solution d’acétate de potassium (5 M, pH 4,8) sont
ajoutés au meélange. Celui-ci est vortexé brievement pour homogénéisation, puis centrifugé
a 12 000 tours par minute (rpm) pendant une minute. Le surnageant obtenu (environ 400 pl)
est soigneusement transféré dans un nouveau tube Eppendorf stérile. Un volume équivalent
d’isopropanol est ajouté au surnageant, et le mélange est inversé¢ doucement pour favoriser
la précipitation de I’ADN, avant une centrifugation a 12 000 rpm pendant 2 minutes. Le
surnageant est éliminé, et le culot contenant I’ADN est lavé avec 300 pl d’éthanol a 70 %.
Apres une nouvelle centrifugation a 12 000 rpm pendant une minute, le culot est séché sous
hotte a température ambiante pendant une nuit. L’ADN est ensuite re-suspendu dans 40 pl
d’eau stérile pure et conserveé a -20 °C jusqu’a son utilisation. La qualité et la concentration
de ’ADN extrait ont été vérifiées a 1’aide d’un spectrophotométre Nano Drop (DeNovix).
Les mesures de densité optique (DO) ont été effectuées a deux longueurs d’onde spécifiques
: 260 nm, correspondant a I’absorption des acides nucléiques, et 280 nm, correspondant a
I’absorption des protéines. Un rapport DO260/D0280 compris entre 1,8 et 2 a été considéré

comme indicatif d’'un ADN de bonne qualité.

1.6.2. Amplification des région ITS (Internal Transcribed Spacer)

La région ITS a été sélectionnée comme marqueur moléculaire pour confirmer
I’identification au niveau du genre et déterminer les complexes d’especes des isolats (Crous
et al.,2021 ; O’Donnell et al.,2022).

Cette amplification a été effectuée par réaction en chaine par polymérase (PCR) a I’aide
d’un thermocycleur Eppendorf et d’un kit Eurogentec. Les amorces ITS5 (5°-
GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3") et ITS4 (5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3”)

ont été utilisées pour amplifier cette région spécifique (\White et al., 1990).
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La réaction PCR a été conduite dans un volume final de 25 pL, contenant : environ 40 ng
d’ADN génomique, 0,5 uM de chaque amorce, 1X tampon PCR, 1,5 mM de MgCl,, 200 uM
de chaque désoxynucléoside triphosphate (ANTPs) et 1 U de Tag ADN polymérase (Gold).

Le programme d’amplification comprenait : Dénaturation initiale a 94 °C pendant 4
minutes (1 cycle), 35 cycles de dénaturation (94 °C, 45 secondes), d’hybridation (55 °C, 45
secondes) et d’extension (72 °C, 50 secondes), et une extension finale a 72 °C pendant 7

minutes (1 cycle).

1.6.3. Analyse des produits PCR par électrophorése sur gel d’agarose
Les produits issus de la réaction de PCR ont été analysés par €électrophorese sur gel d’agarose
a 1 %, afin de séparer les fragments d’ADN amplifiés, vérifier leur qualité et estimer leur
taille. Ce procédé est couramment utilisé pour vérifier la spéecificité et le succes des reactions
PCR (Sambrook et Russell, 2001). Pour préparer le gel, 1 g d’agarose (Sigma) ont été dissous
dans 100 ml de tampon TAEIX (Tris-acétate-EDTA ; Thermoscientific). Le mélange a été
porte a ébullition pendant 2 minutes a 1’aide d’un micro-ondes pour assurer la dissolution
compléte de ’agarose. Une fois légérement refroidi, on ajoute 1 Ez-vision, un colorant pour
la visualisation des acides nucléiques et puis le gel a été coulé dans une plague
d’¢lectrophorése équipée d’un peigne pour former les puits nécessaires au dépot des
échantillons.
Quatre microlitres de chaque produit amplifié par PCR (4 ul) ont été mélange a 3 ul de 5x
tampon de chargement bleu pour alourdir 1’échantillon, puis déposé dans les puits du gel
préalablement immergé dans le tampon TAEL1X. Un marqueur de taille moléculaire
(Thermoscientifique 1 kb) a été chargé dans un puits séparé pour servir de référence lors de
I’estimation de la taille des fragments amplifiés.
L’électrophoreése a été réalisée en appliquant une tension de 100 volts pendant 55 minutes.
Une fois la migration terminée, le gel a été placé sur un transilluminateur UV d’un systéme
Gel Doc XR (Bio-Rad) pour visualiser les bandes d’ADN et les bandes ont été
photographiées.
Les produits amplifiés par PCR ont été envoyés a la société Genewiz (Royaume-Uni) pour
un séquencage de haute précision. Ce séquencage a été réalisé en utilisant les mémes
amorces ITSS et ITS4 employées lors de I’amplification PCR.
1.7. Analyses phylogénétiques

Les séquences brutes et les électrophorégrammes obtenus ont ét¢ traite a ’aide du logiciel

MEGA 7 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis, version 7.0) (Kumar et al., 2016), afin
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d’obtenir les séquences des ITS (L’alignement des séquences d’ADN ITS a été effectué a
I’aide du programme Clustal W, et les extrémités des séquences de faible qualité ont été
supprimé¢es manuellement avec ce méme programme, avec suppression partielle des
lacunes.) Enfin, les séquences finales validées ont été déposées dans la base de données
GenBank et ont recu des numéros d’accession (PP345874 a PP345901), permettant leur
identification et leur utilisation dans des études futures.

La position phylogénétique des isolats fongiques a été déterminée en comparant les
séquences obtenues a celles des espéces de référence disponibles dans la base de données
GenBank en utilisant le serveur FUSARIOID-ID (https://www.fusarium.org) accessible par
le Westerdijk Fungal Biodiversity Institute (Crous et al., 2021 ; O’Donnell et al., 2022 ;
Torres-Cruz et al., 2023). Cette comparaison a été effectuée via I’outil BLASTn (Basic Local
Alignement Search Tool for Nucléotides), qui identifie les correspondances les plus proches
en calculant les scores de similarité et les valeurs d’alignement, fournissant ainsi une
identification précise des complexes des espéces les plus proches.

Pour les analyses phylogénétiques, les séquences obtenues ont été alignées avec celles
des especes les plus proches grace a I’algorithme CLUSTAL W (Thompson et al., 1994).
Cet outil est largement utilisé pour son efficacité dans I’alignement multiple de séquences
nucléotidiques, garantissant des résultats précis et fiables.

La construction des arbres phylogénétiques a eté réalisée en utilisant la méthode du
Maximum de Vraisemblance (Maximum Likelihood) (Tamura et Nei, 1993), qui repose sur
des modeles probabilistes de substitution nucléotidique. Cette méthode est reconnue pour sa
robustesse dans la représentation des relations évolutives entre les espéces.

La fiabilité des branches des arbres phylogénétiques a été évaluée par la méthode
statistique du Bootstrap (Felsenstein, 1985), en réalisant 1 000 répliques. Cette approche
permet d’attribuer un niveau de confiance aux regroupements observés dans [’arbre
phylogénétique.

Les résultats ont été interprétés en s’appuyant sur des études de référence récentes (Crous
et al., 2021 ; O’Donnell et al., 2022 ; Torres-Cruz et al., 2022), qui documentent les
diversités génétiques et phénotypiques au sein des especes de Fusarium.

2. Recherches des mycotoxines
2.1. Extraction des Mycotoxines a partir du tissu pourri des tubercules

Une partie des sections du tissu pourri prélevé des tubercules symptomatiques ont fait

l'objet d'analyse mycologique te les picces restantes ont été destinée a I’analyse des

fusariotoxines. Ces tissus ont subi une lyophilisation pendant 72 heures a 1’aide d’un
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lyophilisateur de laboratoire (CRIST Alpha 1-2, Allemagne), puis conservés dans des
piluliers en verre a une température de —32°C jusqu’a I’étape d’extraction des toxines.

Une quantité de 100 mg d’échantillons lyophilisés de tissus pourris a été pesée avec dans
des tubes a Eppendorf de 1,5 ml, contenant des billes de verre (425-600 um de diameétre,
Sigma-Aldrich). Les échantillons ont ensuite été broyés en poudre a deux reprises a I’aide
d’un homogénéisateur Precellys (Bertin Technologies, Royaume-Uni), fonctionnant a une
vitesse de 6500 tr/min pendant 25 secondes.

Pour I’extraction des mycotoxines, 500 pl d’un mélange d’acétonitrile : eau : acide
formique (79 :20,9 :0,1, v/v/v) ont été ajoutés a la poudre obtenue. La suspension a été agitée
a I’aide d’un agitateur rotatif & une température de 25 °C pendant 90 minutes, a une vitesse
de 300 tr/min (Mini Shaker, VWR, Leighton Buzzard, Royaume-Uni).

Apres agitation, les extraits ont été centrifugés a 13 000 g pendant 10 minutes a I’aide
d’une centrifugeuse Eppendorf 5417S (Stevenage, Royaume-Uni) (Malachova et al., 2014 ;
Verheecke-Vaessen et al., 2019). Ensuite, 100 pl du surnageant ont été transférés dans des
vials en verre ambré équipées de micro-inserts de 250 pl, puis stockés a une température de

—20 °C jusqu’a leur analyse.

2.2. Extraction des mycotoxines produites sur milieu solide par les isolats de Fusarium

Tous les isolats obtenus ont été évalués pour leur capacité a produire des fusariotoxines
(Fig.24). Les souches fongiques ont été cultivées individuellement au centre de boites de
Pétri contenant le milieu PDA, incubées pendant 10 jours a 25 °C dans l'obscurité afin de
favoriser une croissance homogene.

A partir de chaque culture développée, six disques mycéliens d’un diamétre de 6 mm ont
été prélevés radialement dans la colonie a 1’aide d’un emporte-piece stérile, puis transférés
dans des tubes Eppendorf de 2 ml conformément a une méthode modifiée de Smedsgaard.
(1997).

L’extraction des fusariotoxines a été réalisée en ajoutant un volume de solvant équivalent
a trois fois le poids net des échantillons de culture. La suite des étapes sont les mémes que

celles utilisées pour I’extraction des mycotoxines a partir de la matrice.
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L6 7] 18

Fig. 24 : Etapes de [’extraction des mycotoxines a partir des tissus pourris et des cultures de Fusarium : (1) prélévement des tissus avec des
symptébmes de FDR, (2) lyophilisation des tissus pourris, (3) carottage des cutures, (4) transfert des carottes dans des tubes Eppendorf, (5) ajout
du solvant d’extraction, (6) incubation sur agitateur, (7) centrifugation, (8) transfert du surnageant dans des vials, et (9) analyse des extraits par

LC-MS/MS.
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2.3. Analyse des mycotoxines par la LC-MS/MS

La détection et la quantification de 14 mycotoxines ont été réalisées a ’aide d’une
méthode de chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse en tandem (LC—
MS/MS). Les mycotoxines ciblées sont:

- Les trichothécénes : déoxynivalénol (DON), 3-acétyldéoxynivalénol (3-ADON), 15-
acétyldéoxynivalénol (15-ADON), diacetylscirpenol (DAS), fusarénon-X (FUS-X),
nivalénol (NIV), HT-2, T-2, 15-acétoxyscirpenol (15-AS), et néosolaniol (NEO).

- Les non-trichothécenes : zéaralénone (ZEN), beauvéricine (BEA), fumonisine Bl
(FB1) et fumonisine B2 (FB2).

Les analyses ont été réalisées a ’aide d’un systéme qTRAP-LCMS 6500+ (série Exion)
équipé d’une source IonDrive™ Turbo Spray (tous deux de Sciex Technologies, Warrington,
Royaume-Uni). La séparation chromatographique a été effectuée sur une colonne ACE 3-
C18 en phase inverse (2.1 x 100 mm, taille des particules 3 pum ; Hichrom) équipée d’une
cartouche de sécurité C18 (4 x 3 mm, Gemini, Agilent). La température de la colonne a été
maintenue a 40 °C. Une méthode analytique spécifique, adaptée a partir du protocole proposé
par Malachova et al. (2014), a été¢ mise en place pour I'identification des mycotoxines
ciblées, comme indiqué dans le tableau 2.1. L’¢lution a été effectuée selon un gradient
binaire a I’aide de deux phases mobiles : le solvant A, composé de méthanol, d’eau et d’acide
acétique (10 : 89 :1, v/v/v), et le solvant B, constitu¢ de méthanol, d’eau et d’acide acétique
(97 :2 :1, v/v/v), chacun contenant 5 mM d’acétate d’ammonium. Un mélange standard des
14 mycotoxines sélectionnées, aux concentrations de 5, 1, 0,5, 0,2, 0,1, 0,05 et 0,01 mg/L, a
été injecté en parallele avec les échantillons afin de quantifier les composés présents.
L’analyse des données générées par la LC-MS a été réalisée avec le logiciel Multiquant 3.03
(AB Sciex, Foster City, Californie, Etats-Unis). Les signaux chromatographiques ont été
intégrés et des courbes d'étalonnage linéaires avec pondération 1/x ont été construites pour
chaque mycotoxine afin de valider la linéarité de la méthode. Les concentrations ont ensuite
¢été déterminées, et le traitement final des données a été effectué a 1’aide du logiciel Microsoft

Excel 2016 (Microsoft Office, Etats-Unis).
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2.4. Validation expérimentale

La récupération a été calculée sur la base d'expériences de spiking réalisées en quatre
réplicats. Un mélange des 14 toxines standards, aux concentrations de 20, 100, 200, 500 et
1 000 pg/kg, a été ajouté a des tubercules de pomme de terre sans symptomes visibles,
jusqu’a évaporation compléte (pendant la nuit) avant I'extraction. Le processus d'extraction

a été réalisé comme décrit précédemment, et la récupération, la limite de détection (LOD)
ainsi que la limite de quantification (LOQ) ont été calculées selon la méthode de Malachova
et al ; 2014. Les plages de LOD et de LOQ étaient respectivement de 0,10 a 133,54 ng/kg et
de 0,34 a 445,14 ng/kg pour ’ensemble des mycotoxines sélectionnées, que ce soit dans la
matrice de pomme de terre ou dans celles produites par les souches de Fusarium cultivées
sur PDA. Comme présenté dans le Tableau 3. Les taux moyens de récupération pour tous

les analytes ciblés variaient de 78,83 % a 117,97 %.
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Tableau 3 : Parametres chromatographiques et analytiques pour les mycotoxines
détectées par LC-MS/M
Mycotoxines Temps de m/z DP | m/zQ3 | CE(V) | CXP | Récup | LOD LOQ
rétention Q1 V) V) ération | (en (en
(min) (%) ngkg) | pg/kg)
T-2 4843 | 57/27 | 2152/ [29/33 | 17/11 | 87.80 | 0.44 1.47
185.1
HT-2 6.17 447.4 | 131/5 | 345.1/ [ 1529 [20/16 | 102.12 | 0.40 1.35
0 323.2
3-Acetyldeoxynivalenol | 4.36 397.3 | -70 | 59.2/ -38/-20 | -8/-7 | 97.35 |3.48 11.61
307.1
15-Acetyldeoxynivalenol | 4.38 397.1 | 91 137.2/ | 17/13 | 8/18 89.82 | 0.41 1.36
321.2
Zéaralénone 6.92 317.1 | -110 [ 175.0/ | -34/-42 | -13/-8 [ 111.30 | 0.1 0.34
121.1
Nivalenol 1.01 3711 | -75 | 59.1/ -42/-22 | -14/-19 | 104.16 | 10.71 | 46.68
281.1
Deoxynivalenol 1.78 355.1 | -70 | 59.2/ -40/-22 | -13/-10 | 78.83 | 14.9 49.65
265.2
Fusarénone-X 3.30 413.2 | -70/- | 59.1/ -44/-14 | -9/-19 | 95.56 | 0.73 2.42
25 352.8
Fumonisin B1 6.40 722.5 | 121 [ 3523/ [ 55/57 | 12/4 82.80 | 133.54 | 445.14
334.4
Fumonisin B2 7.88 706.5 | 126 | 336.4/ | 59/51 |8/2 84.12 | 51.18 | 170.6
318.4
Diacetoxyscirpenol 5.51 384.2 | 71 307.0/ 15/21 28/14 | 99.12 | 091 3.02
246.9
Neosolaniol 3.9 400.2 | 76 215.0/ [ 25729 |12/14 |92.04 | 145 4.85
185.0
Beauvéricine 11.03 801.5 | 116/1 | 2442/ | 47/73 | 12/10 | 117.97 | 0.59 1.95
91 384.4
15-Acetoxyscirpenol 5.00 3422 [ 71 265.1/ |13 26/8 100.93 | 2.11 7.02
307.2

m/z Q1 et Q3 : lons précurseurs (Q1) et produits (Q3) identifiés pour chaque mycotoxine ; DP (Declustering Potential)
: Tension appliquée pour dissocier les clusters d'ions ; CE (Collision Energy) : Energie appliquée pour fragmenter les
ions, CXP (Collision Cell Exit Potential) : Potentiel de sortie de la cellule de collision, Récupération (%) : Pourcentage

de récupération de [’analyte apres extraction ; LOD (Limit of Détection) : Plus faible concentration détectable et LOQ

(Limit of Quantification) : Plus faible concentration quantifiable.
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3. Analyse des statistiques
Les analyses statistiques ont été réalisées a 1’aide du logiciel R, version 4.0.3

(http://www.R-project.org/). Pour chaque condition expérimentale, une matrice de données

a été établie a partir des concentrations moyennes des toxines, considérées comme variables.
Cette matrice a ensuite été soumise a une analyse en composantes principales (ACP), dans
le but de visualiser plus aisément les tendances globales liées a I’implication des différentes
toxines. Cette méthode permet ainsi de résumer I’information multidimensionnelle et de
mettre en évidence les relations entre les toxines et les conditions expérimentales.
Parallelement, I’implication des toxines a également été étudiée selon une approche dite
de “potentiel toxinogéne qualitatif”’, a travers une analyse des correspondances multiples
(ACM). Cette analyse repose sur une matrice disjonctive compléte, construite a partir de
variables binaires indiquant la présence ou I’absence de chaque toxine (valeurs 1 ou 0),
produite selon les cas. Afin de faciliter I’interprétation des résultats, la variable “région” a
¢té intégrée a ’ACM en tant que variable supplémentaire, ce qui permet d’explorer

d’éventuelles associations géographiques avec les profils toxinogénes observés.


http://www.r-project.org/
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Chapitre I1I : RESULTATS

1. Isolement et caractérisation macro- et micro-morphologiques des isolats de

Fusarium obtenus

Dans le cadre de cette étude, 283 souches appartenant au genre Fusarium ont été isolées
a partir de 232 tubercules de pomme de terre présentant des symptémes caractéristiques de
pourriture seche (Fusarium Dry Rot, FDR), collectés dans deux régions agricoles clés en
Algérie : Bouira et Ain Defla.

L’identification a d’abord reposé sur I’observation des caractéres morphologiques, a
travers I’analyse des traits macro- et micro-morphologiques des isolats cultivés sur milieux
PDA et SNA (Fig. 25). L’examen macroscopique a été réalisé a 1’aide d’un microscope
optique avec des grossissements x10 et x40, et a permis de décrire 1’aspect des colonies
selon différents critéres : couleur, texture, vitesse de croissance et pigmentation. Les
observations microscopiques ont porté sur le mycélium (présence ou absence de cloisons,
mode de ramification), la forme et la taille des conidies (macro- et microconidies), ainsi que
sur la présence éventuelle de chlamydospores.

La variabilité observée dans I’expression morphologique a conduit a compléter cette

approche par une analyse moléculaire fondée sur le séquengage de la région ITS, afin de

confirmer I’appartenance des isolats au genre Fusarium.

Complexe Fusarium incarnatum-equiseti (Exemple : souche F109)
Colonies floconneuses, blanches a grises, parfois avec un centre orangg.

Revers : jaunatre a orangg.
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Complexe Fusarium sambucinum (Exemple : souche F16)
Colonies a coloration intense, du blanc créme au rouge vineux, a texture cotonneuse.

Revers : rougeatre a brun vineux.

Complexe Fusarium oxysporum (Exemple : souche F123)

Colonies blanches a créme, parfois avec des reflets violacés.

Revers : violet a violacé marqué.
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Complexe Fusarium tricinctum (Exemple : souche F217)
Mycélium dense, blanc a grisatre.

Revers : jaunatre a brun clair.

Complexe Fusarium redolens (Exemple : souche F285)

Colonies a pigmentation violacée a roséatre.

Revers : rose a brun violacé.
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(MC)Macroconidies ; (Ch) Chlamydospore.
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(a) Chlamydospore en chaine et en amas ;(b) Chlamydospore dans une conidie ; (c)

Chlamydospore simple et verruqueuse.
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Conidiophore ramifié a monophialide
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Sporodochia sur PDA

Fig. 25 : Caractérisation morphologique (macro- et microscopique) sur milieux PDA et

SNA des isolats de Fusarium spp.

Sur I’ensemble des 232 tubercules analysés, 172 se sont révélés infectés par Fusarium,
soit une prévalence globale de 74,13 % (Tableau 4). La région de Bouira présente un taux
d’infection de 77,46 %, légérement supérieur a celui d’Ain Defla (72,67 %), bien que le
nombre d’échantillons y soit plus faible (71 contre 161).

Il est également observé qu’a Bouira, malgré un nombre de tubercules analysés inférieur,

le nombre total de souches isolées (155) est supérieur a celui d’Ain Defla (128).
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Tableau 4 : Prévalence de l’infection des tubercules de pomme de terre par Fusarium spp.

et nombre de souches isolées.

Nombre de Nombre total de Nombre total de tubercules
Région tubercules souches de Fusarium infectés par Fusarium
analysés isolées (prévalence %)
Bouira 71 155 55 (77,46)
Ain
Defla 161 128 117 (72,67)
Total 232 283 172 (74,13)

2. Analyse des mycotoxines

Nous avons ensuite procédé a une analyse approfondie du potentiel toxigénique des
isolats. Réalisée par LC-MS/MS, cette analyse a porté sur les tissus de tubercules infectés,
prélevés immédiatement apres récolte, ainsi que sur les souches de Fusarium isolées,
cultivées in vitro sur milieu PDA. L’¢tude, a la fois qualitative et quantitative, visait a évaluer
la présence ou I’absence de 14 mycotoxines, dont des trichothécénes (T-2, HT-2, DAS,
NEO, 15-AS, DON, 3AcDON, 15AcDON, NIV, FUS-X) et des mycotoxines non
trichothécenes (BEA, FB1, FB2, ZEA), dans 232 échantillons de tissus pourris et 283

souches isolées.

2.1. Comparaison de la contamination des tubercules par les mycotoxines et du

potentiel de production des souches in vitro

Les résultats montrent une forte variabilité dans les profils toxigéniques, avec des
concordances et des discordances entre la production in vitro et la contamination naturelle
des tubercules. Seuls les cas positifs, que ce soit dans les tissus infectés ou les souches
isolées, sont présentés dans le tableau suivant (Tableau 5), illustrant la distribution des
mycotoxines selon les échantillons et les souches.

L’analyse qualitative des tissus infectés a révélé la présence fréquente de BEA, parfois
comme seule mycotoxine détectée. Les autres (ZEA, FUS-X, NIV...) n’ont pas été
retrouvées dans ces échantillons.

L’analyse des souches cultivées sur milieu PDA a mis en évidence une forte variabilité
des profils de production. Plusieurs souches isolées a partir des tubercules infectés se sont
averées multi-productrices, synthétisant jusqu’a quatre mycotoxines différentes (BEA, DAS,

NEO, 15-AS). D’autres n’ont présenté aucune production détectable. Parmi les mycotoxines
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recherchées, la BEA a été la plus fréqguemment détectée in vitro, confirmant sa présence
dominante dans les tissus infectés.

L’analyse croisée des résultats in vivo et in vitro a permis d’identifier trois grands profils
de comportement :

e Présence de mycotoxines dans les tissus infectés, absence de production in vitro
(absence de souche).

« Production de mycotoxines in vitro, sans détection dans les tissus infectés : cas
fréquent pour des mycotoxines comme NEO et ZEN.

o Correspondance entre les deux matrices : méme mycotoxine détectée dans les tissus
et dans les cultures, notamment pour la BEA.

Cette démarche vise a établir un lien éventuel entre la présence des toxines dans les

tubercules et la capacité de production des isolats fongiques correspondants.
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Tableau 5 : Distribution des mycotoxines selon les profils de comportement entre contamination naturelle des tubercules et production in vitro.

Mycotoxines détectées dans

Echantillons (Tubercules) Souches isolées (codes) les tubercules

Mycotoxines produites in vitro (PDA)

BAP1, BAP3, BAP5, BAP10, BAP12, BAP16, BAP19, BBP1, -BEA
BCP6, BDP3, BDP13, BDP20, DEP24, DFP20, DFP26, DFP35, Aucune (0) HT=2 ND
DFP38, DG21, DHP2

F2, F20, F21, F22, F39, F45, F46, F61, F64, F79,
BAP2, BAPS, BBP3, BBP7, BCP1, BCP4, BCP5, BCP7, BCP8, F69, F70, F71, F80, F82, F72, F83, F84, F109, F96,

BDP1, BDP4, BDP6, BDP8, BDP11, BDP14, BDP16, BDP17, F97, F113, F114, F98, F99, F117, F118, F119, :?Eﬁ:

BDP22, DEP1, DEP2, DEP3, DEP4, DEP5, DEP7, DEPY, F123, F124, F128, F129, F107, F131, F140, F145, -15-AS. BEA

DEP10, DEP11, DEP12, DEP13, DEP16, DEP19, DEP21, F146, F147, F148, F149, F151, F153, F154, F155, _DAS ll\IEO BEA
DEP22, DEP25, DEP27, DEP28, DEP32, DFP3, DFP6, DFP6,  F156, F157, F159, F161, F163, F164, F166, F167, -DASl 15-AlS NEO. BEA
DFP7, DFP9, DFP10, DFP11, DFP14, DFP15, DFP16, DFP21, F168, F170, F172, F174, F291, F175, F177, F178, ND ' ! '

-BEA, ZEA/FUS-X, DAS, 15-AS, ZEA
-FUS-X, DAS, 15-AS, NEO, ZEA
-NIV, 15-AS, ZEA/IDAS, BEA, ZEA

DFP40, DFP41, DFP52, DGP2, DGP5, DGP6, DGP8, DGP9,  F179, F180, F181, F182, F183, F194, F195, F203,
DGP12, DGP16, DGP20, DGP22, DGP26, DGP27, DGP30, F265, F266, F208, F210, F211, F214, F217, F220,

DGP32, DGP33, DHP4, DHP7, DHP8, DHP11, DHP12, F273, F223, F224, F276, F225, F226, F233, F236, NIV, FUS-X. DAS
DHP20, DHP21, DHP23, DHP24, DHP25, DHP29, DHP31, F237, F240, F267, F241, F246, F247, F248, F268, -FUSl-X DASl 15-AS
DHP33, DHP35, DHP38, DHP39, DHP40 F249, F250, F251, F255, F257, F259, F260, F262, ' '

F263, F264

-BEA

F5, F285, F12, F25, F26, F15, F27, F28, F29, F30, “BEA, ZEA

F19, F16, F17, F33, F36, F54, F55, F56, F40, F41 DAS, ISAS, NEO, BEA
BAP7, BAP11, BAP13, BAP15, BAP18, BAP20, BAP21, F42Y F43Y F44Y F57Y F581 F591 F601 F28’8 F2’84 " -BEA -DAS, NEO, BEA
BBP2, BBP4, BBP5, BBPS, BBP9, BBP11, BBP12, BCP10, ' ) [0 B (SR (S r : -T-2, HT-2, DAS, 15-AS, -DAS, 15-AS, BEA

F49, F50, F51, F52, F53, F73, F87, F88, F76, F90,
BCP11, BDP2, BDP7, BDP9, BDP10, BDP12, BDP15, BDP18, F91 F110 F115. F116 F286. F100. F103. F120 BEA -ZEA
BDP19, BDP23, BDP24, DHP16, DHP17 ! : : ; : : : . -HT-2 -DAS, BEA, ZEA

F104, F125, F127, F130, F132, F108, F133, F141,

F142, F143, F144, F243, F244 et e, B, 2o

-NIV, FUS-X, DAS, 15-AS, NEO, BEA
-FUS-X, DAS, 15-AS, BEA, ZEA

ND : Non détecté ; BEA : Beauvéricine ; ZEN : Zéaralénone ; DAS : Diacétoxyscirpénol ; NEO : Néosolaniol ; 15-AS : 15-Acétoxyscirpénol ; T-2 : Toxine T-2 ; HT-2:
Toxine HT-2 ; FUS-X : Fusarénone-X ; NIV : Nivalénol.
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2.2. Analyse quantitative des mycotoxines dans les tissus de tubercules infectés

L’analyse quantitative des 232 échantillons de tissus de tubercules infectés (Tableau 6) a
mis en évidence une contamination naturelle par des mycotoxines dans 21,12 % des cas, soit
49 échantillons positifs. La mycotoxine la plus fréqguemment détectée est la BEA, identifiée
dans 48 des 49 échantillons contaminés. Elle représente ainsi la toxine dominante dans les
tissus infectés, avec une forte ubiquité.

Les concentrations de BEA sont variables, mais se situent majoritairement dans des
plages modérées, comprises entre 24,43 et 581,98 pg/kg. Les médianes régionales sont
proches : 37,74 ug/kg a Bouira et 42,55 pg/kg a Ain Defla. Un pic plus élevé a été enregistré
dans un échantillon provenant d’Ain Defla.

La région de Bouira présente un taux de contamination nettement supérieur a celui d’Ain
Defla (56,34 % contre 5,59 %). Les autres mycotoxines détectées , T-2, HT-2, DAS et 15-
AS, sont présentes de maniére sporadique, avec de faibles occurrences (1 a 3 echantillons
positifs selon la toxine), mais parfois a des concentrations élevées, notamment pour la T-2
(171,00 pg/kg) et la HT-2 (jusqu’a 96,81 ug/kg). Ces toxines n’ont été détectées que dans
des échantillons issus de Bouira.

La majorité des échantillons contaminés sont monotoxigéniques, avec la détection d’une

seule toxine par échantillon. Les cas de contamination multiple, bien que présents, sont rares.
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Tableau 6 : Concentrations des mycotoxines détectées dans les échantillons de pommes de

terre pourries.
) Echantillons Toxine détectée*(ug kg™)
Région . Paramétre
positifs aux T-2 HT-2 DAS 15-AS BEA
toxines (n/N)
Bouira 40/71(56.34) Occurence (%) 215111 512] 2157111 2.15][1] 100 [40]
Min- Max 171.00  27.52-96.81 50.97 139.06 24.43-364.45
Médiane 171.00  62.17 50.97 139.06 37.74
Ain Defla  09/161(5.59) Occurence (%) - 11.11 [1] - - 88.89 [8]
Min- Max - 31.80 - - 25.40-581.98
Médiane - 31.80 - - 42.55
Total 49/232(21.12) Occurrence (%) 2.04[1] 6.12[3] 2.04[1] 2.04[1] 97.96 [48]
Min- Max 171.00  27.52-96.81 50.97 139.06 24.43-581.98
Médiane 171.00  31.80 50.97 139.06 39.74

*>limite de quantification (LQ), n: nombre d'échantillons de tissus de pommes de terre
pourries avec la présence d'au moins une mycotoxine, N : nombre total d'échantillons de
tissus de pommes de terre analyses. Les nombres entre crochets correspondent au nombre
total de tubercules pourris positifs pour la toxine considérée. DAS : Diacétoxyscirpénol ; 15-

AS : 15-Acétoxyscirpénol et BEA : Beauvéricine.

2.3. Potentiel des souches de fusarium a produire les mycotoxines

Apres I’analyse de la contamination naturelle des tissus de tubercules (Tableau 6), une
¢valuation du potentiel toxinogeéne des souches de Fusarium a été réalisée sur milieu PDA.

Les résultats de cette analyse in vitro sont présentés dans le Tableau 7.
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Tableau 7 : Production in vitro de mycotoxines par les souches de Fusarium sur milieu PDA.

Toxine détectée™(pug kg™)

Région Souches Parametre
Toxinogenes (n/N) NIV FUS-X DAS 15-AS NEO BEA ZEN
Bouira 95/155 Occurrence (%) 2.11[2] 5.26[5] 67.37[64] 52.63[50] 63.16[60] 87.37[83] 15.79[15]
Min- Max 689.00- 248.50- 7.57-14315.00 19.64-3167.00 17.36- 3.99-40280.00  0.85 -
14985.00 3793.50 99300.00 96950.00
Médiane 7837 558.5 334.33 131.45 2816.5 323.65 53.5
Ain Defla  69/128 Occurrence (%)  2.90[2] 4.35[3] 10.14[7] 2.90[2] 1.45[1] 62.32[43] 47.83[33]
Min- Max 474.15 123.55- 4.66-651.50  61.00-231.90  620.5 2.17-36260.00  0.64 -
573.50 709.50 79400.00
Médiane 523.83 337.20 18.25 146.45 620.50 66.05 115.30
Total 164/283 Occurrence (%)  2.44[4] 4.88[8] 43.29[71] 31.71[52] 37.20[61] 76.83[126] 29.27[48]
Min- Max 474.15- 123.55- 4.66-14315.00 19.64-3167.00 17.36- 2.17-40280.00  0.64 -
14985.00 3793.50 99300.00 96950.00
Médiane 631.25 541.75 309.85 131.45 2803.5 202.78 108.05

*> limite de quantification (LQ), n : nombre de souches de Fusarium isolées capables de produire au moins une toxine, N : nombre total de souches de Fusarium isolées a partir

de tissus de pommes de terre pourries. Les nombres entre crochets correspondent au nombre total de souches capables de produire la toxine considérée. NIV: Nivalénol ; FUS-

X: Fusarénone-X ; NEO: Néosolaniol ; DAS: Diacétoxyscirpénol ; 15-AS:15-Acétoxyscirpénol ; BEA: Beauvéricine et ZEN: Zéaralénone.
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Sur les 283 souches cultivées, 164 (57,95 %) ont produit au moins une mycotoxine
détectable par LC-MS/MS.

La BEA est la toxine la plus fréquemment produite, avec une occurrence globale de 76,83
% (126/164). Elle est suivie du DAS (43,29 %), du NEO (37,20 %) et du 15-AS (31,71 %).
La ZEN a été détectée chez 29,27 % des souches, tandis que les occurrences du FUS-X et
du NIV sont plus faibles (respectivement 4,88 % et 2,44 %).

Au niveau régional :

- A Bouira, 95 des 155 souches (61,29 %) sont toxinogeénes. Les toxines les plus
produites sont BEA (87,37 %), DAS (67,37 %), NEO (63,16 %) et 15-AS (52,63 %). La
production de ZEN atteint 15,79 %. Les occurrences de NIV et FUS-X sont faibles.

- A Ain Defla, 69 souches sur 128 (53,91 %) ont produit au moins une toxine. La BEA
est détectée chez 62,32 % des souches. La ZEN présente une fréquence de 47,83 %,
supérieure a celle observée a Bouira. Les autres toxines (NEO, DAS, 15-AS) ont été
produites par un nombre plus restreint de souches.

Les concentrations varient fortement selon la toxine et I’isolat. Les valeurs maximales les
plus élevées sont observées pour le NEO (99 300 pg/kg), la ZEN (96 950 pg/kg) et la BEA
(40 280 pg/kg). Les médianes globales indiquent des concentrations modérées pour la
majorité des isolats : 202,78 ug/kg pour la BEA, 2803,5 pg/kg pour le NEO, et 309,85 ng/kg
pour le DAS.

2.4. Profils des mycotoxines dans la matrice et chez les souches de Fusarium

Aprés la présentation des résultats relatifs a la production individuelle de mycotoxines
par les souches de Fusarium cultivées sur milieu PDA (Tableau 7), une analyse
complémentaire a été menée pour caractériser les profils de co-production de toxines.
Certaines souches se sont révéelées capables de produire simultanément plusieurs
mycotoxines, ce qui met en évidence une diversité métabolique importante au sein des
isolats.

Le Tableau 8 illustre cette diversité en regroupant les différentes combinaisons de
mycotoxines détectées, soit dans les tissus de tubercules infectés, soit dans les cultures in

vitro, selon la région d’origine.
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Tableau 8 : Profils de mycotoxines détectées dans les tubercules symptomatiques et dans les

cultures in vitro sur PDA selon la région d’origine

Bouira Ain Defla
Profil de mycotoxines™ Tubercules | Milieu Tubercules | Milieu

infectés inoculé infectés inoculé
Profils simples
BEA 38 19 7 33
ZEN - 6 - 20
15-AS? - 1 - -
Profils 2-3 toxines
HT-22 + BEA 1 - 1 -
15-AS? + BEA - 1 - -
BEA + ZEN - 4 - 7
DAS? + ZEN - - - 3
DAS? + NEO? + BEA - 14 - 1
DAS? + BEA + ZEN - 1 - 1
DAS?* + 15-AS? + BEA - 1 - -
DAS? + 15-AS? + NEO - 2 - -
FUS-XP + BEA + ZEN - - - 1
FUS-XP + DAS? + 15-AS? - - - 1
NIVP + FUS-X? + DAS? - - - 1
NIVP + 15-AS? + ZEN - - - 1
Profils > 4 toxines
DAS? + 15-AS? + NEO? + BEA - 41 - -
FUS-X" + DAS? + 15-AS? + ZEN - 1 - -
FUS-X? + DAS? + NEO? + ZEN - 1 - -
T-2% + HT-2% + DAS? + 15-AS? + BEA 1 - - -
FUS-XP + DAS? + 15-AS? + BEA + ZEN - 1 - -
NIVP + FUS-X? + DAS? + 15-AS? + NEO? + BEA - 1 - -
NIVP + FUS-X? + DAS? + 15-AS? + NEO? + ZEN - 1 - -

*> limite de quantification (LQ). a : Trichothécénes de type A. b : Trichothécénes de type
B. T-2: Toxine T-2 ; HT-2: Toxine HT-2 ; NIV : Nivalénol ; FUS-X : Fusarénone-X ;
NEO : Neéosolaniol ; DAS : Diacétoxyscirpénol ; 15-AS : 15-Acétoxyscirpénol ; BEA :

Beauvéricine et ZEN : Zéaralénone.
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Parmi les tissus de tubercules infectés, le profil simple de BEA est le plus fréquemment
détecte, en particulier & Bouira (38 cas), contre 7 & Ain Defla. En culture sur PDA, la
tendance est inversée, avec 33 souches toxinogenes a Ain Defla contre 19 a Bouira pour ce
méme profil.

La BEA est présente dans la majorité des profils, qu’ils soient simples ou multiples.
Plusieurs profils de co-production ont été identifiés, incluant des combinaisons de deux a six
mycotoxines. Les profils complexes, avec quatre toxines ou plus, sont exclusivement
observés in vitro, notamment a Bouira. On y retrouve des cas fréquents tels que DAS + 15-
AS + NEO + BEA (41 souches) et DAS + NEO + BEA (14 souches). A Ain Defla, la
diversité des profils est plus limitée, bien que des combinaisons telles que BEA + ZEN (7
cas) et DAS + ZEN (3 cas) aient été identifiées.

Dans les tissus de tubercules, les profils multiples sont rares. Quelques cas isolés de co-

détection de BEA avec d’autres mycotoxines ont toutefois été enregistrés.

3.Identification moléculaire

A I’issue de I’identification morphologique des 283 souches de Fusarium isolées a partir
des tubercules pourris, une évaluation plus approfondie de leur potentiel toxinogene a été
réalisée. L’analyse qualitative et quantitative des mycotoxines produites sur milieu PDA
(Tableaux 7 et 8) a mis en évidence une diversité de profils, incluant des souches multi-
productrices de 2 a 6 mycotoxines. Afin de confirmer la position taxonomique des isolats au
sein du genre Fusarium et de déterminer leurs complexes d’especes, 28 souches
représentatives ont été sélectionnées pour une analyse moléculaire basée sur le séquengage
de la région ITS (Tableau 9). Le choix de ces isolats repose sur la quantité et la complexité
de leur profil mycotoxinique (notamment la production simultanée de DAS, BEA, NEO,
etc.) ainsi que sur leur origine géographique, couvrant les deux régions d’étude : Bouira et
Ain Defla.

Ces isolats, représentatifs des profils toxinogenes identifiés parmi les 164 souches
toxinogenes, ont été soumis a une amplification PCR avec les amorces universelles ITS4 et
ITSS. Les amplicons obtenus ont été visualisés par électrophorése sur gel d’agarose a 1 %,
révélant des bandes nettes et spécifiques d’environ 600 pb, correspondant a la région cible
du génome ribosomal. Ces résultats confirment la qualité de I’amplification et la pureté des
ADN extraits pour les souches sélectionnées. Des exemples de ces profils électrophorétiques

sont présentés en Figure 26.



Chapitre 111 : RESULTATS 78

l——— Dépot

1500 pb
700 pb

500 pb

Fig. 26 : Exemple de résultats d’électrophorese sur gel d’agarose a 1 % des produits PCR
de la région ITS, amplifiés a I’aide des amorces ITS4 et ITS5, pour des souches de
Fusarium sélectionnées selon leurs profils mycotoxiniques.

M : Marqueur de taille 1 kb ; T— : Témoin négatif.

A la suite de l'obtention de profils d’amplification nets sur gel pour toutes les souches
sélectionnées, les produits PCR ont été soumis a un séquencage moléculaire de la région
ITS. Les séquences obtenues ont ensuite été¢ comparées aux bases de données génétiques

spécialisées via 1’outil FUSARIOID-ID (https://www.fusarium.org; Crous et al.,2021),

développé par le Westerdijk Fungal Biodiversity Institute. Ce référentiel permet une
identification précise des especes du genre Fusarium, en s'appuyant sur des bases de
données rigoureusement mises a jour.

Afin de visualiser les relations phylogénétiques entre les isolats, une analyse
phylogénétique a été réalisée a partir des séquences ITS obtenues.

Cette analyse a permis de regrouper les 28 souches représentatives des profils
mycotoxinique observés en cinq clades bien distincts, chacun soutenu par une valeur

bootstrap de 100 % démontrant la robustesse des nceuds (Fig. 27).


https://www.fusarium.org/

Chapitre 111 : RESULTATS

79

100

F109 (PP345877)
F262 (PP345882)
F110 (PP345876)
F40 (PP345884)
F276 (PP345881)
F42 (PP345874)
F50 (PP345875)
F167 (PP345879)
F157 (PP345883)
Fusarium clavum NRRL 459971 (GQS05761)

Fusarium arcuatisporum NRRL 32997" (GQ505713)
Fusarium compactum NRRL 363237 (GQ505737)

Fusarium duofalcatisporum NRRL 36448" (GQ505741)
Fusartum gracilipes NRRL 43635" (GQS505751)

Fusarium ipomoeae NRRL 340347 (GQ505725)

Fusartum scirpi NRRL 364787 (GQS505743)

Fusartum neoscirpi NRRL 269227 (GQS505690)

GQ3505732.1 Fusarium lacertarum NRRL 36123" (GQ505732)

6.

o

F69 (PP345878)

F155 (PP345880)
Fusarium guilinense NRRL 328657 (GQ505703)
Fusarium irregular NRRL 34006 (GQ505719)
F2 (PP345885)
F273 (PP345886)
Fusarium rhinolophicola KUMCC 21-0448" (ON426847)
Fusarium hainanense NRRL 26417" (GQ305687)
Fusarium incarnatum NRRL 133797 (GQ5035687)
GQ505706.1 Fusarium namum NRRL 32868 (GQ505706)
F123 (PP345897)
Fusarium curvatum JW 390017 (MZ890510)

=2l

N
N

100

F53 (PP345896)

Fusarium oxysporum JW 11005 (MZ890536)

4| F87 (PP345898)

99* Fusarium oxysporum CBS 130302 (MZ890588) _—/

_1.001 F285 (PP345899)

Fusarium redolens NL19-003007" (MZ890545) "
991 F220 (PP345900)

100| 'Fusarium acuminatum NRRL 542167 (HM068324)

F217 (PP345901)
99 = Fusarium iranicum strain CBS 143608" (LT970821) —
F117 (PP345890)
F140 (PP345891)
F16 (PP345892)
F56 (PP345893)
F36 (PP345894)
F46 (PP345887)
88 F30 (PP345895)
F51 (PP345888)
744 F119 (PP345889)
66 Fusarium transvaalense LC13784"

(MWO016628) -

0.05

Alternaria solani SX300-4"

FIESC

FOSC

FRSC

\
FTSC

FSAMSC

Fig. 27 : Arbre phylogénétique basé sur [’analyse de la région ITS des isolats de Fusarium,

illustrant les relations entre 28 souches étudiées et leurs especes de référence.

Les isolats étudiés sont indiqués en gras,

L’ arbre a été construit selon la méthode

avec leur numeéro d'accession en parenthese.

du "Neighbour-Joining".

Alternaria solani a été utilisé comme groupe externe.

La barre d'échelle représente 0,05 substitutions par position nucléotidique.

Les valeurs bootstrap supérieures a 50 % sont indiquées au niveau des noeuds.
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Les clades identifiés correspondent a cinq grands complexes d’espéces de Fusarium

définis par la base FUSARIOID-ID : Fusarium sambucinum Species Complex (FSAMSC),

Fusarium incarnatum-equiseti Species Complex (FIESC), Fusarium oxysporum Species

Complex (FOSC), Fusarium tricinctum Species Complex (FTSC) et Fusarium redolens

Species Complex (FRSC) (Tableau 9).

Nous notons que nos souches présentent 100 % de similarité avec 1’ensemble des espéces

du complexe, regroupées au sein d’'un méme clade.

Tableau 9 : Répartition des 28 souches analysées par séquengage ITS selon les complexes

d’especes.
Complexe
Code - . L
D’espéces Origine Mycotoxines produites in vitro (ug/kg)
souche
(FSC)
FSAMSC .
F16 Bouira NEO (2870), DAS (131,3), BEA (272,25)
(09 souches)
F30 Bouira NEO (15500), DAS (6195), 15-AS (293,4), BEA (1383,5)
F36 Bouira DAS (14315), 15-AS (1429,5), BEA (9,61)
F46 Bouira DAS (58,9), 15-AS (42,99), NEO (480,55)
F51 Bouira DAS (1485), 15-AS (3167), NEO (19515), BEA (2311,5)
F56 Bouira DAS (3605,5), 15-AS (241), NEO (7470), BEA (7780)
F117 Bouira DAS (2595), 15-AS (345,55), NEO (34190), BEA (466,25)
F119 Bouira 15-AS (32,51)
F140 Bouira NEO (3207), DAS (3915,5), 15-AS (212,45), BEA (6375)
FIESC .
F2 Bouira 15-AS (19,64), BEA (6,67)
(13 souches)
F40 Bouira ZEA (45995)
F42 Bouira DAS (7,57), BEA (18,8), ZEA (130,15)
F50 Bouira FUS-X (699,5), DAS (253,75), NEO (73,55), ZEA (12,74)
F69 Bouira BEA (59,1), ZEA (96950)
F109 Bouira FUS-X (248,5), DAS (29,36), 15-AS (37,75), ZEA (219,8)
) FUS-X (525), DAS (570), 15-AS (89,15), BEA (53,95), ZEA
F110 Bouira
(352,8)
F155 Ain Defla ~ ZEA (30075)
F157 Ain Defla NIV (573,5), 15-AS (61), ZEA (46,82)
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Complexe
Code o . o
D’espéces Origine Mycotoxines produites in vitro (ug/kg)
souche
(FSC)
F167 Ain Defla NIV (474,15), FUS-X (123,55), DAS (18,42)
F262 Ain Defla  BEA (412,9), ZEA (169,9)
F273 Ain Defla  FUS-X (337,2), DAS (651,5), 15-AS (231,9)
F276 Ain Defla  DAS (18,25), ZEA (57,1)
FOSC .
F53 Bouira BEA (40055)
(03 souches)
) NIV (689), FUS-X (558,5), NEO (17,36), DAS (124,6), 15-AS
F87 Bouira
(109,85), BEA (6,34)
F123 Bouira BEA (37455)
FTSC
F217 Ain Defla  DAS (15,41), ZEA (7670)
(02 souches)
F220 Ain Defla  NEO (620,5), DAS (434,4), BEA (6335)
FRSC .
F285 Bouira BEA (50,1), ZEA (596,5)
(01 souche)

(Suite du tableau 9)

L’analyse des 28 souches de Fusarium sélectionnées a révélé une diversité dans les
profils toxinogénes in vitro, en termes de composition et de concentrations produites.

Le complexe FSAMSC, exclusivement représenté par des souches de Bouira, s’est
distingué par sa forte capacité de production de plusieurs mycotoxines majeures, notamment
le NEO, le DAS, la 15-AS et la BEA. Certaines souches de ce groupe, telles que F30, F51,
F56, F117 et F140, ont produit des concentrations trés élevées de plusieurs toxines
simultanément, atteignant par exemple jusqu’a 34 190 pg/kg de NEO pour F117 et 7 780
Hg/kg de BEA pour F56. Ces résultats montrent la forte toxicogénicité de ce complexe

Le complexe FIESC, réparti entre les deux régions (Bouira et Ain Defla), présente
également une large gamme de toxines détectées, incluant la ZEN, le FUS-X, le NIV, le
DAS, le 15-AS et le BEA. Les souches F40 et F69, toutes deux isolées & Bouira, se sont
illustrées par une production exceptionnellement élevée de ZEN (jusqu’a 96 950 pg/kg pour
F69), une mycotoxine cestrogénique bien connue. Ce complexe montre donc une variabilité
importante, certaines souches affichant des profils trés riches (jusqu’a 5 toxines

simultanément), notamment F110 et F87.



Chapitre III : RESULTATS 82

En revanche, les souches du complexe FOSC, bien qu’exclusivement issues de Bouira,
ont produit principalement la BEA, parfois a des teneurs élevées (jusqu’a 40 055 pg/kg pour
F53). Toutefois, la diversité des toxines reste plus restreinte comparée aux deux complexes
précédents, suggérant une activité toxinogéne plus ciblée ou spécifique.

Les souches du complexe FTSC, isolées uniquement a Ain Defla (F217 et F220),
présentent des profils mycotoxigenes modérés, avec la production de ZEA, DAS, NEO et
BEA, mais en quantités plus faibles comparativement aux souches du FSAMSC ou FIESC.

Enfin, le complexe FRSC n’est représenté¢ que par la souche F285 (Bouira), laquelle a
produit de faibles quantités de BEA et ZEA, suggérant une contribution limitée au risque
mycotoxique global, du moins dans les conditions expérimentales de cette étude.

Sur le plan géographique, les souches de Bouira sont globalement plus diversifiées et plus
toxigenes que celles de Ain Defla. Elles sont également réparties dans tous les complexes
d’espéces identifiés (FSAMSC, FIESC, FOSC, FRSC), contre deux seulement pour Ain
Defla (FIESC, FTSC).

4. Analyse des profils mycotoxigéniques par ACP et ACM

L’analyse en composantes principales (ACP) réalisée a partir des données de production
de mycotoxines a permis d’identifier les axes principaux de variabilité des profils
toxinogenes des souches de Fusarium. La projection des variables sur le cercle des
correlations (Figure 28a) montre que les deux premiéres composantes principales, PC1 et
PC2, expliquent respectivement 29,42 % et 22,27 % de la variance totale, pour une variance
cumulée de 51,69 %. L’axe PC1 est fortement associé a la production de trois mycotoxines
. le DAS, le 15-AS et le NEO. Ces toxines sont représentées par des vecteurs de forte
intensité, proches les uns des autres et orientés dans la méme direction, ce qui indique une
corrélation positive élevée et une tendance marquée a étre co-produites par les mémes
souches. L’axe PC2, quant a lui, est principalement corrélé aux toxines FUS-X et NIV. Ces
derniéres sont représentées par des vecteurs distincts de ceux du premier groupe, orientés
vers le haut du cercle, traduisant une variabilité indépendante. La disposition des vecteurs
met ainsi en évidence 1’existence de deux profils mycotoxigéniques dominants au sein des
isolats : un profil axé sur la co-production de DAS, 15-AS et NEO, et un second centré sur
la production de FUS-X et NIV. Cette structuration traduit des trajectoires métaboliques
différenciées selon les souches, suggérant que peu d’entre elles produisent simultanément

des toxines appartenant aux deux groupes.
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A la suite de ’analyse en composantes principales (ACP), qui a mis en évidence deux
axes structurants de variabilité mycotoxigénique fondés sur les toxines DAS, 15-AS, NEO
d’une part, et FUS-X, NIV d’autre part, une analyse des correspondances multiples (ACM)
a été réalisée afin d’approfondir I’étude des associations entre les toxines, en tenant compte
de leur présence ou absence. Cette méthode, adaptée aux variables qualitatives, permet de
mieux visualiser la structure des profils mycotoxigéniques a partir des modalités binaires
(présence = 1, absence = 0).

La projection des modalités dans le plan factoriel MC1-MC2 (Figure 28b) montre que
les deux premiéres dimensions expliquent 80,31 % de I'inertie totale, avec 70,69 % pour
MC1 et 9,62 % pour MC2. L’axe MC1 concentre la majorité de I’information, en particulier
les modalités liées aux toxines les plus discriminantes.

Les modalités DAS-1, 15-AS-1 et NEO-1 sont projetées dans la méme zone positive de
I’axe MC1, de maniére proche, traduisant une co-occurrence fréquente de ces toxines. Les
modalités FUS-X-1 et NIV-1, quant a elles, sont positionnées plus haut sur ’axe MC2,
indiquant une contribution specifique et indépendante dans la typologie observée. Les
modalités inverses (DAS-0, NEO-0, etc.) sont regroupées dans la zone négative de MC1, ce
qui reflete une absence conjointe chez un autre groupe de souches.

L’intégration des régions d’origine comme variables supplémentaires permet de
visualiser des contrastes géographiques dans la répartition des profils mycotoxigéniques. Les
souches de Bouira sont situées a proximité des modalités DAS-1, 15-AS-1 et NEO-1,
indiquant une production plus marquée de ces toxines dans cette région. Inversement, les
souches d’Ain Defla se positionnent dans la zone associée a ZEN-1 et BEA-0, traduisant un
profil caractérisé par la production de zéaralénone et I’absence fréquente de BEA.

La localisation opposée des modalités BEA-1 et ZEN-1 souligne davantage cette
différenciation : la production de BEA est associée aux souches de Bouira, tandis que celle
de ZEN T’est aux souches d’Ain Defla. Ces résultats confirment les tendances observées en
ACP et renforcent 1’idée d’une structuration des profils mycotoxigéniques selon I’origine

géographigue des isolats.
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Fig. 28 : Analyse multivariée des capacités mycotoxigéniques des souches de Fusarium.

a Représentation biplot de I’analyse en composantes principales (ACP) (PC1 vs. PC2) des

toxines produites, considérées comme variables. Les vecteurs de chargement des variables

ayant un cos’ > 0,5 sont illustrés.

b Représentation biplot de I’analyse des correspondances multiples (ACM) (MC1 vs. MC2)

des mycotoxines produites. « —0 » et « —1 » indiquent respectivement la présence et
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[’absence de la toxine considérée. Les régions d’origine ont également été intégrées en

tant que variables supplémentaires
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Chapitre IV : DISCUSSION

Dans un contexte ou la sécurité sanitaire des aliments et la qualité post-récolte sont
devenues des priorités stratégiques pour la filiere agroalimentaire, la détection visuelle des
symptdmes d’infections fongiques constitue une étape importante du contrdle de qualité.
Cependant, cette approche reste insuffisante car certaines espéces de Fusarium peuvent
coloniser les tubercules sans provoquer de symptomes apparents tout en produisant des
mycotoxines diffusant dans les tissus sains, exposant ainsi le consommateur a un risque
invisible (Delgado et al., 2010 ; Xue et al., 2013 ; Mamaghani et al., 2024).

Ce constat justifie la conception de notre étude, centrée sur ’analyse conjointe de la
diversité des souches de Fusarium spp. isolées de 232 tubercules symptomatiques de pomme
de terre récoltés dans deux regions agricoles majeures en Algérie (Bouira et Ain Defla), et
de leur potentiel toxinogene. Celui-ci a été évalué in situ, dans les tissus infectes, et in vitro,
sur milieu PDA, afin de confronter les réalités du terrain aux capacités de production en
laboratoire. Contrairement aux approches basées sur des inoculations artificielles, notre
démarche met en évidence les toxines reellement présentes dans des tubercules destinés a la
consommation.

Les lésions observees, de teinte brunatre & bord sombre et enfoncé, concordent avec la
description de \Wharton et al. (2007). En Algérie, un seuil de tolérance de 0,20 % pour la
fusariose est fixé pour les plants de pomme de terre (arrété du 7 avril 2004). Jusqu’a
récemment, aucune réglementation specifique ne définissait de seuils pour les lots destinés
directement a la consommation. Toutefois, ’arrété interministériel du 2 octobre 2024,
portant adoption du reglement technique fixant les spécifications et les conditions de
présentation des fruits et Iégumes frais destinés a la consommation humaine (Journal officiel
n° 21 du 26 mars 2025), introduit une évolution majeure. Ce texte, qui entrera en application
dans un délai d’un an a compter de sa publication, précise que la pomme de terre de
consommation ne doit pas présenter de défauts liés a la pourriture seche.

Or, la littérature rapporte que I’absence de symptdmes visibles n’exclut pas la présence
de mycotoxines : certaines souches de Fusarium peuvent adopter un comportement
endophyte et produire des métabolites toxiques méme dans des tissus apparemment sains
(Waskiewicz et Stepien, 2012). Ce phénomene souligne I’'importance d’une surveillance

intégrant des criteres toxicologiques au-dela de la seule évaluation visuelle.
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La prévalence de la pourriture séche fusarienne post-récolte est largement documentée
dans les cultures de pomme de terre a travers le monde, notamment en Algérie (Azil et al.,
2021 ; Benhaoued et al., 2024), en Tunisie (Daami-Remadi, 2012), en Egypte (Gherbawy et
al., 2019), en Europe (Choiseul et al., 2007 ; Peters et al., 2008 ; Stefanczyk et al., 2016),
en Asie (Esfahani, 2005 ; Du et al., 2012 ; Yikilmazsoy et Tosun, 2021 ; Erper et al., 2022),
au Moyen-Orient (Gashgari et Gherbawy, 2013), en Amérique du Nord ( Hanson et al., 1996
; Estrada et al., 2010 ; Christian, 2023), ainsi qu’en Russie (Gavrilova et al., 2024) . Malgré
les avancées technologiques, les efforts de gestion phytosanitaire et les mesures de stockage
améliorées, cette infection persiste et reste difficile a éradiquer, méme dans les systéemes
agricoles développés, comme c’est encore le cas aux Etats-Unis (Aslam, Daniel et Chikh-
Ali, 2025).

A partir des 232 tubercules symptomatiques collectés dans les deux régions étudiées, un
isolement selectif des souches de Fusarium a été réalisé. Au total, 283 souches fongiques
ont été obtenues, réparties entre les deux sites : 155 a Bouira et 128 a Ain Defla. L’examen
morphologique de ces isolats a permis de confirmer leur appartenance préliminaire au genre
Fusarium.

Sur le plan morphologique, une grande variabilité a été observee parmi les isolats, tant
sur milieux PDA que SNA. Les caractéristiques macroscopiques (couleur, texture,
croissance) et microscopiques (forme et taille des conidies, présence de chlamydospores) se
sont révélées hautement polymorphes, ce qui est typique du genre Fusarium, connu pour sa
diversité phénotypique (Leslie et Summerell, 2006). Toutefois, dans de nombreux cas, seules
des chlamydospores ont été observées, rendant 1’identification imprécise, comme souligné
également par Leslie et Summerell (2006) et Crous et al. (2021). Ces observations
confirment ainsi que I’identification fondée exclusivement sur des critéres morphologiques
demeure insuffisante, en particulier pour les espéces tres proches.

Face a ce polymorphisme, une identification moléculaire par séquencage de la région ITS
a donc été réalisée, conformément aux standards actuels de taxonomie fongique (O'Donnell
et al.,, 2015 ; Crous et al., 2021). Cette approche s’est révélée indispensable pour confirmer
I’appartenance des isolats au genre Fusarium, affiner leur classification taxonomique selon
les principes de la taxonomie intégrée (Seifert et Lévesque, 2004 ; Geiser et al., 2021), et
lever les ambiguités d’identification.

L’analyse moléculaire d’un sous-ensemble de 28 souches a permis de les regrouper en
cing complexes d’especes : FIESC, FSAMSC, FOSC, FTSC et FRSC, tous associés a la

pourriture séche et reconnus pour leur toxinogénicité (Xue et Yang, 2021). Cependant,
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I’utilisation des seuls marqueurs ITS n’a pas permis une identification au niveau de I’espéce,
ce qui confirme la nécessité de recourir a d’autres geénes plus discriminants, tels que TEF-
la, CAL ou B-tubuline (O'Donnell et al., 2015 ; Crous et al., 2021). L’analyse
phylogénétique a ainsi permis de confirmer la diversité taxonomique des agents impliqués.

Dans leur étude menée entre 2014 et 2017, Azil et al. (2021) ont identifié sept espéces de
Fusarium a partir de tubercules infectés stockés issus de neuf wilayas, incluant Bouira et
Ain Defla : F. culmorum, F. redolens, F. cf. tricinctum, F. sambucinum, F. cf. incarnatum-
equiseti, F. nygamai et F. brachygibbosum, appartenant aux complexes FSAMSC, FIESC,
FFSC et FRSC. De méme, Benhaoued et al. (2024) ont isolé F. proliferatum (complexe
FFSC) a partir de tubercules symptomatiques collectés dans la région d’El Oued (Sud-Est).

Dans notre étude, le complexe Fusarium incarnatum-equiseti (FIESC) s’est révélé le plus
représente, avec 13 souches isolées. Ce complexe est regulierement signalé dans la litterature
comme associé a la pomme de terre, tant dans des contextes symptomatiques
qu’asymptomatiques. Par exemple, Mamaghani et al. (2024) ont identifié plusieurs especes
du FIESC comme faisant partie de la microflore endophyte de plants sains en Iran, soulignant
sa large distribution écologique et sa capacité a coloniser la plante sans induire de
symptémes visibles.

Le complexe FSAMSC est également bien représenté, avec 9 souches, ce qui corrobore
les résultats d’Azil et al. (2021), qui avaient identifié F. sambucinum comme espece
dominante en Algérie. Cette observation rejoint aussi celles de plusieurs travaux européens
(Choiseul et al., 2006 ; Stefanczyk et al., 2016) et russes (Gavrilova et al., 2024).

Trois souches de notre étude ont eté attribuées au complexe Fusarium oxysporum
(FOSC). En Algérie, F. oxysporum est principalement associé au flétrissement des plants,
tandis que F. sambucinum domine les contaminations des tubercules en stockage (Azil et
al., 2021). Toutefois, cette dynamique varie selon les contextes géographiques : en Corée du
Sud (Song et al., 2008) et en Pologne (Stefanczyk et al., 2016), F. oxysporum est rapporté
comme espéce prédominante dans la pourriture seche de la pomme de terre, tandis qu’en
Italie, Manici et Cerato (1994) ont mis en évidence F. oxysporum f.sp. tuberosi dans des
tubercules atteints mais sans symptémes foliaires, suggérant un comportement pathogéne
latent. Ces différences s’expliquent par la nature de complexe de races de F. oxysporum,
regroupant des populations génétiquement isolées capables d’interactions symbiotiques,
commensales ou pathogénes selon les conditions environnementales (Nikitin et al., 2023).
Sa virulence dépend notamment de 1’age de la plante hote et de la composition de la

communauté de nématodes du sol (Nikitin et al., 2023). L’espéce peut également infecter
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d’autres cultures comme le soja, la tomate, le coton ou le bananier, en colonisant
généralement les racines, parfois de maniére asymptomatique. Dans notre étude, I’isolement
de souches du FOSC malgré un nettoyage préalable des tubercules indique une colonisation
précoce, probablement facilitée par des blessures. McKee (1954) avait déja souligné que la
capacité de cicatrisation des tubercules conditionne fortement leur sensibilité a Fusarium, et
certaines espéces comme F. caeruleum et F. avenaceum illustrent deux stratégies
infectieuses distinctes : progression intercellulaire lente versus pénétration cellulaire directe.
La dissémination de F. oxysporum peut aussi s’effectuer par le matériel végétal contaminé,
comme 1’a montré Gachango et al. (2012) au Michigan, ou Fusarium spp. a été isolé dans
228 tubercules sur 370 provenant de lots de semences, révélant une diversité d’especes
pathogénes, dont F. oxysporum, F. sambucinum, F. avenaceum, F. solani et F.
graminearum. Enfin, le sol constitue une source majeure et persistante d’inoculum :
Fusarium spp. peut y survivre sur de longues périodes sous forme de chlamydospores ou de
structures mycéliennes saprophytes, ce qui lui permet de réinfecter les cultures successives
méme en I’absence immédiate d’un hote (Gordon, 2017).

Aux Etats-Unis, des travaux récents menés dans la vallée de San Luis (Colorado) par
Aslam, Daniel et Chikh-Ali (2025) ont identifie F. sambucinum, F. oxysporum, F. clavum
et F. solani dans des tubercules symptomatiques. L’approche combinée (morphologie +
séquencage ITS, rpb2, tef) a permis de regrouper ces isolats dans les complexes FSAMSC,
FIESC, FOSC et FSSC, révélant pour la premiere fois la présence de F. clavum dans la filiere
de production américaine.

Sur le plan épidémiologique, la prévalence observée dans notre étude (74,13 % des
tubercules infectés par Fusarium spp.) est proche & celle rapportée en Egypte (56 %
Gherbawy et al., 2019) et en Pologne (75,2 % ; Stefanczyk ct al., 2016). La diversité
fongique plus élevée a Bouira, malgré une prévalence similaire a Ain Defla, pourrait
s’expliquer par le systeme de culture : rotation pomme de terre/céréales a Bouira contre
monoculture a Ain Defla. Cette hypothése est appuyée par Kraska et Mielniczuk (2012) et
Wright et al. (2015), qui ont montré que la diversité microbienne augmente avec les rotations
longues. Des facteurs comme la location a court terme des terres (Meijer et al., 2019) et les
récoltes traumatisantes (Tria et al., 2020) pourraient également favoriser les infections. Par
ailleurs, bien que les mécanismes régissant la distribution des especes de Fusarium restent
mal compris, plusieurs déterminants sont reconnus : conditions climatiques (température,

humidité), successions culturales et dynamiques évolutives des souches (\Wang et al., 2019).
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Au-dela des pertes économiques directes, ces souches représentent une menace sanitaire
majeure en raison de leur capacité a produire des mycotoxines. Cette diversité, combinée a
leur transmission par les semences (Gachango et al., 2012) et a leur résistance aux mesures
classiques de gestion, complique considérablement les efforts de contrble (Aslam, Daniel et
Chikh-Ali, 2025).

Le risque mycotoxique associé aux souches isolées a été évalué par un contrdle de qualité
de haute précision, basé sur la méthode LC-MS/MS, validée selon les recommandations
SANCO/12495/2011 (Malachova et al., 2014). Cette approche analytique a permis de
quantifier les mycotoxines, aussi bien in situ qu’in vitro, offrant ainsi une vision compléte

du potentiel toxinogéne des isolats dans des conditions naturelles et expérimentales.

L’analyse LC-MS/MS des 232 échantillons de tubercules symptomatiques a permis
d’identifier cinqg mycotoxines : la BEA et quatre trichothécénes de type A (T-2, HT-2, DAS
et 15-AS). En revanche, aucune trace de trichothécenes de type B (DON, NIV), de
zéaralénone (ZEA), de néosolaniol (NEO) ni de fumonisines n’a été détectée dans les tissus

analyses.

Parmi les échantillons contaminés, la BEA est apparue comme la mycotoxine dominante,
détectée dans 48 des 49 cas positifs (97,96 %), bien que sa fréquence globale reste modérée
(21,12 % des tubercules testés). Cette apparente contradiction peut refléter plusieurs
mécanismes : certaines souches de Fusarium peuvent ne pas exprimer leur potentiel
toxinogene en conditions naturelles, ou la toxine peut étre liée a des composants végétaux
qui en compliquent la détection analytique (Chen et al., 2019 ; Desjardins, 2006). Les
concentrations de BEA variaient de 24,43 4 581,98 ug/kg, avec des médianes similaires entre
Bouira (37,74 pg/kg) et Ain Defla (42,55 pg/kg). Dans la majorité des cas positifs, une seule
toxine, la BEA, a été détectée, traduisant un profil monotoxigénique dominant et suggérant

que sa biosynthese est plus facilement exprimée in planta.

La prédominance de la BEA peut étre reliée aux propriétés biochimiques du tubercule.
Riche en eau (~78 %) et en amidon mais pauvre en lipides et protéines (Zaheer et Akhtar,
2016), la pomme de terre constitue un substrat favorable a I’accumulation de mycotoxines
lipophiles comme la BEA, contrairement aux toxines plus polaires (DON, ZEA,
fumonisines) habituellement associées aux céréales (Jestoi, 2008 ; Santini, 2009 ; Awuchi et
al., 2021). De plus, sa biosynthese est stimulée par des sources carbonées simples et une
forte disponibilité en azote, conditions typiques des tissus en décomposition (Xu et al.,

2010). Sur le plan structural, la BEA est un hexapeptide cyclique apolaire et symétrique,



Chapitre IV : DISCUSSION 92

dénué de groupes fonctionnels réactifs (-OH, -NH.), ce qui lui confére une grande stabilité
chimique. Sa structure fermeée la protége de la dégradation par les enzymes de défense de la
pomme de terre (peroxydases, polypheénoloxydases, catalases), connues pour inactiver
d’autres mycotoxines (\Wu et al., 2018 ; Karlovsky, 1999). Cette stabilité explique sa
persistance dans les tissus contaminés malgré les réponses enzymatiques activées.
Outre la réponse de la plante, la compétition microbienne peut également limiter
I’accumulation de BEA. Certaines souches antagonistes, comme Bacillus subtilis, renforcent
les défenses antioxydantes des tubercules et réduisent les infections par F. oxysporum en
bloguant I’accés aux ressources dés les premiéres phases d’infection (Lastochkina et al.,

2020).

D’un point de vue écologique, la BEA reste localisée dans les zones de moisissure
visibles et ne migre pas vers les tissus sains, contrairement a d’autres mycotoxines
(Monbaliu et al., 2010). Ce comportement limite le risque pour le consommateur si les
parties contaminées sont éliminées. Toutefois, sa détection dans seulement 21,12 % des
tubercules refléte un équilibre complexe entre production fongique, défenses de 1’hote et
interactions microbiennes.
Sur le plan toxicologique, la BEA pose un probléeme majeur. Résistante aux traitements
thermiques, elle demeure détectable aprés cuisson (Meca et al., 2012) et ne peut étre éliminée
par les procédés culinaires ou industriels habituels. Bien qu’elle ne fasse pas encore I’objet
de seuils réglementaires, elle est associée a des effets délétéres : induction de stress oxydatif,
apoptose, altération de la viabilité cellulaire (Hasuda et Bracarense, 2024), neurotoxicité par
dysfonction mitochondriale a faible dose, et potentiels effets synergiques avec d’autres
composes alimentaires (Pérez-Fuentes et al., 2021). Son mécanisme ionophorique perturbe
les membranes cellulaires (Juan-Garcia et al., 2015) et, chez ’animal, des effets sur la
reproduction et le développement ont été rapportés (Schoevers et al., 2016). Bien que non
génotoxique selon "'EFSA (2024), son action mitochondriale continue de susciter des

inquiétudes.

Outre la BEA, notre étude a révelé la présence de trichothécénes de type A (TCT-A), un
autre groupe de mycotoxines préoccupantes sur le plan toxicologique. Quatre TCT-A (T-2,
HT-2, DAS et 15-AS) ont été détectés, uniquement a Bouira, de maniere sporadique (1 a 3
cas par toxine), mais parfois a des niveaux élevés, atteignant 171 pg/kg pour la T-2. Leur
faible fréquence dans les tissus pourrait refléter une biosynthése tardive ou conditionnelle.

Toutefois, les analyses in vitro ont montré un potentiel toxinogene nettement plus large, avec
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notamment 43,29 % des souches produisant du DAS et 31,71 % du 15-AS, ce qui rejoint les
observations de Moretti et al. (2013) selon lesquelles Fusarium exprime un potentiel
metabolique plus important que ce qui est observé in planta. Parmi ces toxines, la T-2 est
particuli¢rement préoccupante, avec une toxicité aigu€ capable d’induire des effets
hépatotoxiques, génotoxiques et immunosuppresseurs, méme a faible dose (Hof et
Schrecker, 2024). Dans certains cas, la somme T-2 + HT-2 dépassait la valeur indicative de
50 pg/kg proposée par 'EFSA (2024).

En revanche, aucune trace de trichothécenes de type B (DON, NIV), de zéaralénone
(ZEN) ni de fumonisines (FBs) n’a été détectée dans les tubercules. Cette absence peut
s’expliquer par la complexité des interactions hote-pathogene, I’influence des conditions
environnementales (température, humidité, stress hydrique) modulant ’activation des génes
de biosynthése (Logrieco et al., 1995 ; Chen et al., 2019), mais aussi par la variabilité
interspécifique et intraspécifique au sein des complexes de Fusarium, certaines souches étant
incapables de produire ces toxines ou ne les exprimant que dans des conditions particuliéres
(El-Sayed et al., 2022). Le stade de développement de I’infection au moment de
I’échantillonnage pourrait également avoir été insuffisant pour déclencher la production, ou
bien ces métabolites ont pu étre rapidement dégradés ou inactivés in planta (Desjardins,
2006). La structure chimique et la stabilité intrinseque des différentes mycotoxines
constituent aussi un facteur déterminant. La prédominance des TCT-A, au détriment des
TCT-B, pourrait refléter une meilleure adaptation des premiers aux conditions in planta, leur
résistance accrue a la dégradation enzymatique (Desjardins, 1989 ; 1993), ainsi qu’une
expression plus aisée des clusters géniques correspondants. La compétition microbienne,
capable d’inhiber certaines voies biosynthétiques, pourrait également contribuer a cette
sélectivité (Urbaniak et al., 2020).

L’absence de ZEN et de FBs peut étre expliquée par leur comportement particulier dans
les tissus végetaux. La ZEN est souvent transformée in planta (oxydation, réduction,
conjugaison) en formes modifiées, glycosylées ou sulfatées, qui échappent aux méthodes
classiques de détection ciblant les formes libres. Ces transformations, induites par le
métabolisme de la plante ou de micro-organismes associes, expliquent pourquoi elle est
détectée sur milieu PDA mais absente dans les tubercules (Oswald et al., 2024). Quant aux
fumonisines, leur nature polaire et hydrosoluble favorise leur piégeage dans les matrices
riches en amidon comme la pomme de terre, sous forme dite « cachée », non détectable par

les méthodes courantes. Leur absence tant dans les tubercules que sur PDA pourrait ainsi
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refléter une production limitée et une libération restreinte en conditions naturelles (Oswald
et al., 2024).

Nos observations s’inscrivent dans la continuité de travaux antérieurs : Takooree et al.
(2023) ont rapporté ’absence de fumonisines mais la détection de DON, T-2, HT-2 et ZEN
dans des pommes de terre stockées, soulignant la variabilité des profils selon les conditions
de stockage. Schollenberger et al. (2005) ont également identifié des TCT-A dans divers
produits transformés a base de pomme de terre. De méme, la BEA a été fréqguemment mise
en évidence dans des tubercules inoculés artificiellement (Xue et Yang, 2021) et est
reconnue comme métabolite secondaire de nombreuses espéces de Fusarium : F.
sambucinum, F. proliferatum, F. nygamai, F. oxysporum, F. poae, F. acuminatum, F.
avenaceum (Jestol, 2008 ; Liet al., 2013 ; Decleer et al., 2018).

Ces résultats suggerent que la BEA et certains trichothécenes, notamment la T-2 et la HT-
2, constituent des indicateurs pertinents du risque mycotoxinique, en particulier lors du
stockage et de la transformation des tubercules destinés a 1’alimentation humaine. la
présence de toxines a fort potentiel toxique justifie une évaluation approfondie de leur
capacité de biosynthese, notamment par des analyses in vitro permettant de dépasser les
limites imposées par le substrat naturel et les défenses vegétales. Enfin, la disparité régionale
dans la contamination pourrait étre liée aux conditions climatiques au moment de la récolte
(mars a Bouira, juin a Ain Defla), aux systemes de culture (rotation vs monoculture) ou au
potentiel toxinogene des souches locales. Comme 1’ont souligné Van der Fels-Klerx et al.
(2012), la production de mycotoxines est fortement influencée par les conditions
environnementales et les pratiques agricoles.

L’analyse in vitro réalisée sur milieu PDA a révelé une grande hétérogénéité dans les
profils de production toxigénique parmi les 283 souches de Fusarium spp. isolées de
tubercules symptomatiques. Le milieu PDA, riche en polysaccharides et au pH favorable, a
été choisi pour sa capacité a favoriser la biosynthese de métabolites secondaires et pour sa
compatibilité démontrée avec de nombreuses especes de Fusarium (Liuzzi et al., 2017 ;
Westphal et al., 2021). Dans ces conditions standardisees, 164 souches (57,95 %) ont produit
au moins une mycotoxine.

La BEA a éteé la plus fréqguemment détectée (76,83 % des souches toxinogénes), suivie
du DAS (43,29 %), du NEO (37,20 %), du 15-AS (31,71 %), de la ZEA (29,27 %), du FUS-
X (4,88 %) et du NIV (2,44 %). Les concentrations les plus élevées ont été observées pour
le NEO (jusqu’a 2803,5 pg/kg), la DAS (309,85 pg/kg), et la BEA (202,78 pg/kg),

principalement dans les isolats originaires de Bouira. Ces valeurs sont comparables a celles
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rapportées par Shi et al. (2016) pour la NEO, et par Song et al. (2008), Liuzzi et al. (2017)
ainsi que Waskiewicz et Stepien (2012) pour la BEA.

En comparaison avec les seuils réglementaires européens établis pour des denrées
ceréaliéres, les concentrations de mycotoxines trouvées dans les tubercules restent
inférieures aux valeurs critiques : par exemple, les trichothécénes (T-2 + HT-2) sont
réglementées entre 20 et 1250 pg/kg, le DON entre 600 et 1750 pg/kg, et la zéaralénone
entre 50 et 200 pg/kg selon les produits. Toutefois, il convient de noter qu’aucune limite
n’est fixée pour la BEA dans les tubercules de pomme de terre, bien qu’elle présente une

toxicité documentée (cytotoxique, génotoxique, immunosuppressive).

Ces mycotoxines sont connues pour étre produites par diverses espéces de Fusarium. Les
trichothécenes de type A et B (DAS, 15-AS, NEO, T-2, HT-2, NIV, FUS-X) sont associés
notamment a F. sambucinum, F. equiseti, F. graminearum et F. culmorum (Xue et Yang,
2023 ; Stefanczyk et al., 2016). Quant aux mycotoxines non trichothécenes comme la ZEA,
la BEA, les fumonisines, les enniatines (ENNs) et D’acide fusarique, elles sont
principalement produites par F. solani, F. oxysporum, F. avenaceum et F. fujikuroi (Xue et
Yang, 2023 ; Liuzzi et al., 2017 ; Stefanczyk et al., 2016).

Cette variabilité inter-souches est bien documentée. Bottalico et Perrone (2002) et Moretti
et al. (2013) ont montré que des isolats de Fusarium, méme issus d'une méme espece,
peuvent présenter des profils biosynthétiques trés contrastés. La capacité multiproductrice
de certaines souches, capables de produire jusqu’a quatre mycotoxines simultanément
(notamment la BEA, le DAS, le NEO et le 15-AS), a également été observée dans cette
étude, confirmant les résultats de Thrane et al. (2004) sur le fort potentiel toxigénique des

especes appartenant au complexe FSAMSC.

Le r6le du substrat dans la modulation du profil toxinogéne est bien établi. Des milieux
riches en glucides comme la pomme de terre ou le riz favorisent la biosynthése de certaines
mycotoxines (Jestoi, 2008). Par exemple, Song et al. (2008) ont rapporté des concentrations
trés élevées de BEA (3 100 a 743 200 pg/kg) produites par F. oxysporum sur riz, tandis que
Liuzzi et al. (2017) ont confirmé des niveaux également élevés chez F. fujikuroi, F.
avenaceum et F. proliferatum sur milieu PDA. Cette stabilité de la BEA en conditions

artificielles suggeére une moindre sensibilité aux variations environnementales.

L’étude de Desjardins et Plattner (1989) illustre clairement cet effet du substrat, en
évaluant la production de trichothécenes dans des tubercules de pomme de terre inoculés

avec F. sambucinum. Ils ont observé une synthése accrue de 15-AS et de DAS, avec des
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concentrations dépassant 5 000 pg/kg. Aucune production de DON n’a été détectée, un
phénoméne également constaté dans notre étude, ce qui suggére que la composition
particuliére du tubercule, riche en amidon, pauvre en lipides, et a forte humidité, oriente

I’activation de voies métaboliques spécifiques.

Dans notre étude, les concentrations sur PDA étaient inférieures aux valeurs publiées
pour des souches cultivées sur le riz (Waskiewicz et al., 2012) et la pomme de terre
(Desjardins et Plattner, 1989). Cela suggere que le substrat PDA, bien que standardisé, ne

refléte qu’une partie du potentiel réel exprimé dans des matrices riches comme les céréales.

Duverger et al. (2011) ont montré que I’incubation prolongée sur milieux a base de riz
augmentait la production de DON et ZEA par F. graminearum, plus que le mais et le blé
(vitesse de production et quantités de toxines produites), confirmant que la matrice elle-

méme module fortement la biosynthese secondaire.

La comparaison avec d’autres substrats révele des différences importantes. Sur milieux
liguides comme le YES (yeast extract sucrose), El-Banna et al. (1984) ont détecté la

production de DON par F. solani (jusqu’a 2000 pg/kg), dans la pomme de terre inoculée.

L’étude comparative des profils de production entre les conditions in situ et in vitro révele
une nette divergence. Seuls trois profils simples ont été détectés dans les tubercules, tandis
que vingt profils distincts, parfois complexes (co-occurrence de 3 a 4 toxines), ont éte
identifiés in vitro. Cette différence confirme les observations de Kokkonen et al. (2010),
selon lesquelles les conditions de laboratoire (substrat, température, humidité contrélée)

favorisent une expression métabolique plus compléte des souches.

Les analyses in situ ont révélé uniquement la BEA, la T-2 et la HT-2, alors que les cultures
in vitro ont mis en évidence jusqu’a sept mycotoxines. Ce décalage peut s’expliquer par une
expression conditionnelle dépendante du substrat (Desjardins, 2006), par la dégradation
enzymatique ou la conjugaison métabolique (Karlovsky, 1999), voire par des mécanismes
propres au tissu hote modulant la biosynthése (Miller et Arnison, 1986).

Certains tubercules présentaient de la BEA sans qu’aucune souche n’ait pu étre isolée.
Ce résultat pourrait étre attribué a des facteurs techniques tels que le type de milieu de culture
utilisé, le nettoyage préalable des tubercules (Nelsen et Johnson, 1972) ou encore la
cicatrisation rapide des tissus (McKee, 1954).

Au total, 41 profils combinant la BEA avec un ou plusieurs trichothécenes ont été

observés. La co-occurrence, méme a faibles doses, représente un risque toxicologique
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majeur par synergie, addition ou antagonisme. Si ce phénoméne est bien documenté dans les
céréales (Serrano et al., 2012 ; Grenier et Oswald, 2011), il demeure peu exploré dans la
pomme de terre. Les mycotoxines émergentes comme la BEA, souvent associées a des
trichothécénes réglementés, nécessitent des investigations approfondies (Zhao et al., 2021 ;
Luan et al., 2025).

Des etudes sur modeéle animal confirment ces risques. Smith et al. (2016) ont montré que
la combinaison BEA + DAS réduit de 60 % la prolifération lymphocytaire, contre 35 % pour
chaque toxine seule, et double ’expression des cytokines pro-inflammatoires. De méme,
Kolawole et al. (2024) ont souligné la fréquence mondiale de co-occurrence entre toxines
émergentes et réglementées dans les aliments pour animaux : BEA (386 pg/kg), NIV (421
Hg/kg), ENNs (7854 pg/kg) et DAS (126 pg/kg). Bien que centrée sur 1’alimentation
animale, cette étude illustre un risque transposable a I’humain, renforgant la nécessité
d’évaluations intégrées tenant compte des effets combinés, notamment dans des matrices
complexes comme la pomme de terre, souvent absente des cadres réglementaires.

En I’absence de seuils réglementaires spécifiques pour la pomme de terre, les niveaux
détectés dépassent parfois la valeur indicatrice de 50 pg/kg fixée par I'EFSA (2024) pour
certaines céréales. Dans les régimes méditerranéens riches en produits amylaces, le cumul
d’expositions peut conduire a un dépassement de la dose journaliére tolérable (EFSA, 2020).
Ce risque est aggravé par les interactions toxicologiques encore mal connues entre la BEA,
le NEO et divers trichothécenes.

La forte production de BEA observée in vitro constitue un signal d’alerte sanitaire. BEA
possede des propriétés cytotoxiques, apoptotiques, insecticides et perturbe la perméabilité
membranaire (Logrieco et al., 1998). De plus, la présence simultanée de trichothécenes
augmente le risque d’effets cumulatifs mal pris en compte par les évaluations standards. Ces
toxines sont thermostables (Scott et al., 1983), ce qui rend leur élimination difficile, méme
apres transformation (cuisson, stérilisation), d’autant plus que certaines peuvent diffuser au-
dela des zones nécrosées visibles. Tarkowian (1983) a mis en évidence chez le rat les effets
toxiques de F. solani var. coeruleum et F. sulphureum, responsables de lésions hépatiques,
rénales et d’une altération de la fonction reproductive, avec une baisse du nombre
d’embryons et un retard de développement foetal. Ces effets, observés aussi bien apres
ingestion de mycélium cultivé que de tubercules pourris, soulignent 1I’impact potentiel des
toxines fongiques sur la santé a long terme.

L’analyse multivariée (ACP, ACM) révele que la variabilit¢ observée s’articule

principalement autour des trichothécenes A (DAS, 15AS, NEO) et de toxines telles que le
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FUS-X ou la ZEA. Les souches de Bouira sont associées a une production accrue de DAS,
15AS et NEO, tandis que la ZEA est plus fréquente chez celles d’Ain Defla. Ces résultats
corroborent les travaux de Drakopoulos et al. (2021) et Rabaaoui et al. (2021), qui attribuent
ces différences a une forte diversité génétique intra-espéce.

Cette hétérogénéité est également marquée a I’intérieur d’un méme complexe, tel que le
FSAMSC, ou des souches produisent des quantités trés variables d’'une méme toxine. Latus-
Zietkiewicz (1993) a déja rapporté que deux isolats de F. sambucinum inoculés sur
tubercules présentaient des profils divergents, confirmés plus tard par Lenc et al. (2008).

Enfin, la comparaison in planta/in vitro met en évidence trois situations distinctes : (i)
mycotoxine présente in planta mais absente in vitro (ex. : BEA dans BAP1), (ii) toxine
produite uniquement in vitro (ex. : DAS, NEO, 15-AS), et (iii) concordance parfaite (ex. :
BAP20). Ces écarts, attribuables a la régulation du métabolisme secondaire chez Fusarium
(Magan et al., 2011 ; Covarelli et al., 2012), confirment que les simples mesures de
concentration dans les tubercules sont insuffisantes.

La diversité génétique elevée (Crous et al., 2021), la variabilité régionale et la fréquence
de co-occurrence soulignent la nécessité d’une approche intégrée d’évaluation des risques,
tenant compte non seulement des seuils individuels mais aussi des effets combines, dans un

contexte alimentaire mediterranéen particulierement exposé.



CONCLUSION ET
PERSPECTIVES



100
CONCLUSION ET PERSPECTIVES

CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Cette etude a permis de caractériser la diversité des souches de Fusarium associées a la
pourriture seéche de la pomme de terre dans deux régions agricoles majeures d’Algérie,
Bouira et Ain Defla, tout en évaluant leur potentiel mycotoxinogene in situ et in vitro.
L’analyse directe des tubercules symptomatiques, couplée a I’isolement de 283 souches et a
leur identification morphologique et moléculaire, a révélé une diversité significative, répartie
en cinq complexes d’especes, parmi lesquels les complexes FIESC et FSAMSC se sont
révelés majoritaires.

L’¢évaluation des mycotoxines présentes naturellement dans les tubercules a révélé que la
BEA était la toxine dominante, avec une prévalence marquée a Bouira. A I’inverse, les
trichothécénes (DAS, HT-2, T-2, 15-AS) n’ont été détectées que de fagon sporadique, a de
faibles concentrations. A I’inverse, les analyses in vitro sur milieu PDA ont mis en évidence
une forte capacité toxinogene : 164 souches (57,95 %) ont produit jusqu’a sept mycotoxines.
Ces profils souvent complexes laissent penser que les conditions naturelles masquent en
partie le potentiel réel de contamination, notamment en cas de stress post-récolte ou de
stockage inadapté.

Au-dela de ces données individuelles, un risque important réside dans I’exposition
cumulative chronique a de faibles doses de multiples mycotoxines, un phénomene désormais
bien reconnu dans les évaluations de risque alimentaire. En Algérie, comme dans I’ensemble
du bassin méditerranéen, le régime alimentaire est fondé sur une consommation élevée de
céréales transformées (pain, semoule, couscous, pates), fruits secs, légumineuses et
tubercules. Ces produits peuvent tous constituer des vecteurs d’exposition a des mycotoxines
variées, notamment le DON, la ZEN, les fumonisines, et la BEA.

Méme lorsque les concentrations détectées dans un aliment individuel (comme la pomme
de terre) sont faibles, la consommation répétée et I’accumulation a travers différentes sources
alimentaires peuvent mener a un dépassement des seuils de securité fixés pour une exposition
journaliere tolérable (TDI). Par ailleurs, les interactions toxicologiques entre mycotoxines
co-occurrentes, synergiques, additives ou antagonistes, compliquent I’évaluation des
risques, en particulier pour des toxines émergentes comme la BEA, le NEO ou les enniatines,
encore peu étudiées sous cet angle.

La diversité génétique des souches de Fusarium, leur potentiel de production de toxines
variées, et les conditions agro-climatiques locales constituent autant de facteurs a surveiller

pour préserver la qualité sanitaire des pommes de terre locales.
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En s’appuyant sur ces constats, plusieurs perspectives se dessinent pour renforcer la

gestion du risque mycotoxinique dans la filiere pomme de terre :

« Approche intégrée du contréle qualité : Poursuivre les travaux de caractérisation
fongique par approches multi-locus (TEF-10, CAL, B-tubuline) pour une identification plus
précise. Etendre les études aux tubercules stockés afin de mieux cerner les dynamiques de
production post-récolte.

e Surveillance réglementaire : Initier une réflexion nationale sur I’établissement de
seuils de tolérance spécifiques aux tubercules, notamment pour la BEA. Promouvoir une
harmonisation progressive avec les référentiels européens, tout en tenant compte des

specificités du régime alimentaire méditerranéen.

o Dépistage et préevention : Développer des protocoles de dépistage ciblant aussi les
toxines non réglementées comme la BEA, le NEO ou les ENNs. Mettre en place des outils
de détection rapides et sensibles, adaptés aux conditions locales (tests portables, ELISA,

etc.).
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Annexe 1
Les milieux de cultures
Milieu Peptone Pentachloronitrobenzéne Agar (PPA) ou milieu Nash Snyder
Agar
Ingredients pour 1 L
KH2PO4 :1 g
MgSO4 (H20)7:0,5 g
Peptone :15 ¢
Agar: 209
Pentachloronitrobenzéne (PCNB) : 750 mg
Streptomycine 0,1 g/l, le chloramphénicol 50mg/l, ces antibiotiques sont ajoutés
aseptiquement apres stérilisation du milieu et son refroidissement a une température
d’environ 50°C.
Milieu Potato Dextrose Agar (PDA)
Le milieu PDA est préparé selon le protocole suivant : 200 g de pommes de terre, lavées et
non épluchées, ont été découpées et mis a ébullition dans 1 L d‘eau distillée. Aprés 45 min,
le bouillon a été récupéré et mélangé avec 20 g de dextrose et 15 g d‘agar agar. Ensuite, la
solution a été complétée a 1 L avec 1°eau distillée. Le milieu a été autoclavé a 120 °C pendant
15 min a 1 bar.
pH du milieu prét a I‘emploi a 25 °C : 5,6 £ 0,2.
Milieu Spezieller Nahrstoffarmer Agar (SNA)
Ingrédients pour 1L :
K2HPO4 :1g
KNQO3 :1g
MgSO4(H20)7 :0,59
KCI :0,59
Glucose: 0,29
Saccharose: 0,29
Agar: 209

Solution de lyse pour extraction de ’ADN génomique

Tris HCI 400 mM (pH 8) : 40 ml ; EDTA (pH 8) : 12 ml ; NaCl (150 mM) : 30 ml ; SDS

(1%): 10 ml ; Compléter le volume a 100 ml avec I’eau bidistillée stérile.
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Annexe 2

Les limites réglementaires des mycotoxines fusarienne dans différentes catégories de denrées alimentaires selon les pays (en pg/kg).

Pays

Union
européenn
e (UE)

Catégories d’aliments DON T-2
+
HT-
2
Grains de céréales non transformés 50
1000
Grains de blé dur non transformés et grains de mais 100
non transformeés 1500
Grains d’avoine non transformés entourés de leur 1750 1250
balle non comestible
Avoine mise sur le marché pour le consommateur - 100
final
Produits de mouture de 1’avoine (y compris le son - 100
d’avoine)
Céréales mises sur le marché pour le consommateur 750 20
final, mais destiné au soufflage et pop-corn
Produits de mouture de céréales 600 20
Sons de céréales autres que 1’avoine et produits de = - 50

mouture du mais

ZEN

100

FBs

Références

Le reglement (UE)1881/2006 fixant les
teneurs maximales pour certains
contaminants  dans les  denrées

alimentaires

Le reglement (UE) 2024/1022 réduit les
teneurs maximales pour certains
contaminants, dont le déoxynivalénol
(DON), dans les denrées alimentaires.

Le reglement (UE) 2024/1038 fixe des
teneurs maximales pour la mycotoxine
T-2 et son métabolite HT-2 dans les

denrées alimentaires.


https://eur-lex.europa.eu/legal-content/FR/TXT/PDF/?uri=OJ:L_202401022
https://eur-lex.europa.eu/legal-content/FR/TXT/PDF/?uri=OJ:L_202401022
https://eur-lex.europa.eu/legal-content/FR/TXT/PDF/?uri=OJ:L_202401038
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Céréales destinées a la consommation humaine -

directe, farine de céréales, son en tant que produit
final mis sur le marché pour la consommation
humaine directe et germe

Produits de mouture du mais mis sur le marché pour
le consommateur final

Mais brut

Farine de mais, mais moulu, gruau de mais, germe
de mais et huile de mais raffinée

Aliments a base de mais destinés a la consommation
humaine directe

Produits de mouture du mais non mis sur le marché
pour le consommateur final

Mais destiné a la consommation humaine directe,
farine de mais, mais moulu, gruau de mais, germe de

mais et huile de mais raffinée

750

1000

Collations au mais et céréales pour petit déjeuner a -

base de mais

Grains d’orge de malterie non transformés

200

75

200

200

50

2000
(FB1+FB2)
1000
(FB1+FB2)
400
(FB1+FB2)
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Union
européenn
e (UE)

Grains d’orge non transformés autre que les grains
d’orge de malterie

Orge, mais et blé dur mis sur le marché pour le
consommateur final

Produits de boulangerie, pates, collations aux
céréales et céréales pour petit déjeuner

Produits de boulangerie contenant au moins 90 % de
produits de mouture d’avoine

Polenta précuite préte a étre consommeée

Produits de boulangerie, collations aux céréales et
céréales pour petit-déjeuner

Pain (y compris les petits produits de boulangerie),
patisseries, biscuits, collations aux céréales et
céréales pour petit déjeuner

Pates

Flocons d’avoine

Aliments pour bébés et préparations a base de
céréales destinés aux nourrissons et enfants en bas

age

250
400

600
100
150

150

50

20

100

10

50

20
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Préparations a base de mais destinées aux - - 20 200
nourrissons et enfants en bas age (FB1+FB2)
Denrées alimentaires destinées a des fins médicales 150 10 -
spéciales pour les nourrissons et les enfants en bas

age

Céréales pour petit-déjeuner constituées d’au moins - 50 - -
50 % de son de céréales, de produits de mouture de

grains d’avoine, de produits de mouture de grains de

mais, de grains d’avoine entier, de grains d’orge, de

grains de mais ou de grains de bl¢ dur, et constitués

de moins de 40 % de produits de mouture de grains

d’avoine et de grains d’avoine entier

Céréales pour petit-déjeuner constituées d’au moins - 75 - -
50 % de son de céréales, de produits de mouture de

grains d’avoine, de produits de mouture de grains de

mais, de grains d’avoine entier, de grains d’orge, de

grains de mais ou de grains de blé dur, et constitués

d’au moins 40 % de produits de mouture de grains

d’avoine et de grains d’avoine entiers

Etats-Unis = Produits finis a base de bl¢ (farine, son, germe). 1000 - - -
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Brésil

Produits de mais secs et dégermés (farine de mais,
semoule, avec < 2,25 % de matiéres grasses).
Produits de mais entiers ou particllement dégermés
(farine de mais, semoule, avec > 2,25 % de matieres
grasses).

Le son de mais sec.

Le mais nettoyé destiné a la production de masa.

Le mais nettoyé destiné au pop-corn.

Bl¢é complet, blé pour kibe, farine de bl¢ compléte,
son de blé, son de riz, grain d'orge

Farine de bl¢, pates, craquelins, biscuits de table et
produits de boulangerie, céréales et produits
céréaliers a l'exception du blé et y compris l'orge
maltée

Farine de blé, pates, craquelins et produits de
céréaliers a

boulangerie, céréales et produits

l'exception du blé et y compris I'orge maltée

1000

750

100

2000(FB1+FB
2 +FB3)
4000(FB1+FB
2 +FB3)

4000(FB1+FB
2 +FB3)
4000(FB1+FB
2 +FB3)
3000(FB1+FB
2 +FB3)

U.S. Food and Drug Administration
(FDA).  (2023).

Food.: https://www.fda.gov/food/natural

Mycotoxins  in

-toxins food/mycotoxins.

ANVISA (Agéncia  Nacional de
Vigilancia Sanitaria). (2011). Resolugao
RDC n° 7, de 18 de fevereiro de 2011.
Dispoe sobre limites maximos tolerados

(LMT) para micotoxinas em alimentos.


https://www.fda.gov/food/natural-toxins%20food/mycotoxins
https://www.fda.gov/food/natural-toxins%20food/mycotoxins
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Chine

Riz usiné et dérivés

Riz complet

Son de riz

Mais soufflé, mais concassé moulu, mais concassé,
produits et sous-produits a base de mais

Blé complet, farine de blé compléte, son de blé
Farine de mais, créme de mais, semoule de mais,
flocons, mais concassé, mais concassé moulu

Amidon de mais et autres produits a base de mais

Orge, bl¢, avoine, orge des hauts plateaux, mais
Orge perlée, farine de blé, céréales, farine de mais
(semoule)

Produits a base de farine de blé (a I'exclusion des
produits crus et séchés)

Produits crus et séchés a base de farine

Produits a base de farine de blé et de riz farcis, avec
farine de blé comme matiére premiére

Produits de boulangerie farcis, avec farine de blé

comme maticre premiere

2000
1000

750

1000
750

750

100
400
600
150

200

1500 (FB1 +
FB2)
1000 (FB1 +
FB2)

China. (2020). Notification to the WTO
SPS Committee: National Food Safety
Standard for Maximum Levels of
Mycotoxins in Foods (Draft for
Comments)
(G/SPS/N/CHN/1146.Addendum  1).
World Trade Organization (WTO).
Disponible sur : https://www.wto.org.
Une fois finalisé, il remplacera la norme
actuelle GB 2761-2017.
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Inde

BI¢, farine de blé
Mais, farine de mais (semoule)
Mais

Farine de mais (semoule)

Produits a base de mais

Aliments complémentaires a base de céréales pour
nourrissons et jeunes enfants

Aliments complémentaires a base de céréales pour
nourrissons et jeunes enfants, avec mais ou farine de
mais comme matiére premiere

Blé

200

1000

60
60

4000(FB1+FB
2 +FB3)
2000(FB1+FB
2 +FB3)
1000(FB1+FB
2 +FB3)

200 (FB1+FB2
+FB3)

FSSAI—Food Safety and Standards
Authority of India (2011) Contaminants,
Toxins and Residues Regulations.
Available online
https://archive.fssai.gov.in/dam/jer:592f
f0e4-6897-
44a4b28e5d6919955¢77/Compendium_

Contaminants_Regulations
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Indonésie
Japon
Corée du
Sud

Mais, blé

Pates, nouilles et produits connexes

Produits préts a consommer (farine transformée,
patisserie, pain, biscuit, collation)

Mais (matiere premicre)

Produits alimentaires a base de mais, par exemple,
mais soufflé, croustilles de mais

Ble

Aliments composés

Céréales et leurs aliments transformés

Mais et leurs aliments transformés

Céréales

Mais

1000
750
500

1100

1000

2000

500

1000
200

2000(FB1+FB
2 +FB3)
1000(FB1+FB
2 +FB3)

1000(FB1+FB
2 +FB3)
2000(FB1+FB
2 +FB3)
1000(FB1+FB
2 +FB3)
4000(FB1+FB
2 +FB3)

20 08 2020.pdf

Anukul, N., Vangnai, K., &
Mahakarnchanakul, W. (2013).
Significance of regulation limits in
mycotoxin contamination in Asia and
risk management programs at the
national level. Journal of Food and Drug

Analysis, 21(3), 227-241.
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Thailande

Codex
Alimentar

ius

Confiseries

Tous les aliments

Aliments a base de ceréales pour les nourrissons et 200

les enfants en bas age

Farine, semoule et flocons dérivés du blé, du maisou = 1000

de 'orge

Céréales en grains (blé, mais et orge) destinées a une 2000

transformation ultérieure

Mais en grains brut

Farine / semoule de mais

L'Afrique du nord

Egypte

BI¢é dur, mais, avoine (non transformés)

1750

50

1000(FB1+FB
2 +FB3) pour
confiseries
(contenant plus
de 50% de
mais)

4000 (FBL1 +
FB2)
2000 (FBL1 +
FB2)

CXS 193-1995 (2023) General Standard
for Contaminants and Toxins in Food
and Feed.: http://www.fao.org/fao-who-

codexalimentarius.


http://www.fao.org/fao-who-codexalimentarius
http://www.fao.org/fao-who-codexalimentarius
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(FAO Céréales (non transformées) - - 100 - Abdallah, M. F., Gado, M., Abdelsadek,
2004 ;  Mais (non transformé) - - 350 4000 (FB1 + D.,Zahran, F, El-Salhey, N. N., Mehrez,
NFSA FB2) 0., ... & Varga, E. (2024). Mycotoxin
2022) Céréales pour la consommation humaine directe 750 - 75 - contamination in the Arab world:
Mais pour la consommation humaine directe - - 100 1000 (FB1 + Highlighting the main knowledge gaps
FB2) and the current legislation. Mycotoxin
Huile végétale - - 400 - Research, 40(1), 19-44.
Aliments a base de céréales pour nourrissons 200 - - -
Aliments pour bébés a base de céréales - - 20 -
Farine de mais et semoule de mais - - - 2000 (FB1 +
FB2)
Céréales pour petit-déjeuner a base de mais et - - - 800 (FB1 +
collations a base de mais FB2)
Céréales pour aliments infantiles - - - 200 (FB1 +
FB2)
Libye Ble dur, mais et avoine 1750 - - -
(Sassi et Céréales pour aliments pour bébés 200 - - -
al. 2010)  Mais non transformé - - - 4000 (FB1 +

FB2)
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Maroc
(ONSSA
2022)

Mais (pour la consommation humaine)

Céréales pour aliments pour bébés

Mais cru (non transforme)

Céréales destinées a la consommation humaine
directe

Pates seéches

Pain, biscuits, collations a base de céréales et
céréales pour petit-déjeuner

Aliments pour bébés a base de céréales

Huile de mais raffinée400

Mais destiné a la consommation humaine directe

Céréales pour petit-déjeuner et collations a base de

mais

1750

750

750
500

200

350

20

400
100

1000 (FB1 +
FB2)
200 (FBL +
FB2)
4000 (FB1 +
FB2)
200 (FB1 +
FB2)
1000 (FB1 +
FB2)
800 (FB1 +

FB2)



ANNEXES

115

L'Afrigue  Dépend toujours des niveaux maximaux recommandés fixés par I'Union Chilaka, C. A., De Boevre, M., Atanda, O. O., & De Saeger,

subsaharie  européenne et la Food and Drug Administration (FDA) des Etats-Unis.

nne

S. (2017). The status of Fusarium mycotoxins in sub-
Saharan Africa: A review of emerging trends and post-
harvest mitigation strategies towards food

control. Toxins, 9(1), 19.
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